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1. RESUME

1.1 DANSK RESUME

Som led i en razkke miljgunders@ggelser omkring olieefterforsk-
ningen ved Vestgrgnland er der foretaget undersggelser af de
mikrobielle forhold i gr@gnlandske farvande. De her beskrevne
undersggelser udggr fgrste del af et planlagt projekt og har
til form&l at undersgge, hvilke mikroorganismer der findes,

og opna kendskab til deres udbredelse samt at undersgge deres
muligheder for at nedbryde forskellige fraktioner af olie i

monokulturforsgg ved forskellige temperaturer.

Som undersggelsesomrade er udvalgt tre forskellige kystnare
lokaliteter, hvor topografi og bundforhold ligner hinanden,
men hvor belastningen med olie (petroleumshydrocarboner) er

forskelligq,

Der er ved undersggelsen opndet en del laboratorietekniske
erfaringer vedrgrende undersggelse af mikroorganismer. Det

har séledes vist sig, at talling af olienedbrydende kim bgr
foregd ved MPN-metoden fremfor t®lling pa olieagar. Hvis olie-
agar anvendes, skal det ske ved samtidig anvendelse af basis-
agar uden olietilsetning, for at kompensere for falsk posi-
tiv reaktion forarsaget af selve agaren eller urenheder i
denne. Det blev ligeledes fundet, at afl®sning af monokul-
turforspg bgr fortsztte mindst 6 uger efter podning savel

ved 5°Cc som 15C.

Undersggelsen viste, at totalkimtal sdvel som antal oliened-
brydende bakterier i wvand og sedimentprgver i omradet er re-
lativt ringe. Der er ikke isoleret olienedbrydende svampe/
gerceller fra de undersggte omréder. Mange forskellige bak-
teriearter med evne til nedbrydning af olie er isoleret,
bdde kokker og stave med dominans af gramnegative stave.

De dominerende gramnegative bakterier er glucose-negative



eller oxidativt glucose-nedbrydende. Der er ikke pavist
humanpatogene eller fiskepatogene bakterier. Resultaterne
antyder ikke olieforurening i de undersg¢ggte omrader, idet

1) antal olienedbrydende bakterier er ringe, 2) oliened-
brydende svampe/garceller ikke er pavist, og 3) antal olie-
nedbrydende kim udggr mindre end 1% og i mange tilfalde min-
dre end lo/oo af totalkimtallet. Det papeges, at disse kon-
klusioner hviler pd ret f£& observationer (en enkelt prgve-
indsamling), og at deres holdbarhed derfor bgr efterprgves
ved yderligere undersggelser, f.eks. pad forskellige ars-

tider.

Ved laboratorieundersggelser er vist, at de isolerede bakte-
riestammer kan vokse i saltholdige miljger, samt at de i
neringssubstrat udviser aftagende vakst fra 30°% til 5°c.
Det er endvidere vist, at lagfasen (d.v.s. den tid der for-
lgber, inden antallet af bakterier i kulturen vokser eks-
ponentielt) er faldende ved stigende temperatur (SOC, 10°c
og 150C]. Monokulturfors¢gg med 48 isolerede stammer viser,
at disse ikke ved de valgte temperaturer (5°c, 10°C og 15°C)
var aktive ved omdannelse af cycloalkaner og aromatiske
hydrocarboner, men i de fleste tilfzlde ved omdannelse af
paraffinolie og motorolie. Disse monokulturforsgg viste end-
videre, at bakteriel vakst med paraffinolie eller motorolie
som eneste kulstofkilde oftest ikke visuelt kan registreres
for efter 3 ugers forlegb ved 59¢ og 10°c. ved 15°C kunne der
i motorolie registreres vakst i 12 ud af 48 stammer i lgbet
af de fgrste 2 uger, men 10 stammer udviste vakst i paraffin-

olie ved 15°C indenfor de fprste 2 uger.



1.2 SUMMARY

As a part of environmental studies initiated in connection
with 0il exploration off West Greenland investigations

were carried out of the microbial conditions in Greenland
waters. The studies reported here are the first part of a
planned project and are aiming at studing which microorganisms
are present, their distribution, and their ability to degrade

0il in monoculture experiments at different temperatures.

Three coastal areas similar in topography and sea bottom con-
ditions, but differing in their load with oil (petroleum

hydrocarbons) were chosen as a study area.

Through the investigation was obtained some experience of the
the techniques used for studying microorganisms. It was thus
found that oil degrading germs should be counted by means
of the MPN-method instead of counting on oil agar. If oil
agar is used, base agar should be used. without simultaneous
adding of o0il, in order to compensate for false positive
response caused by the agar itself or by impurities in it.

It was also found that reading of monoculture experiments
should continue for at least 6 weeks after inoculation

of the culture.

The investigation showed that the total number of germs as
well as the number of oil degrading bacteria in seawater
and sediment samples in the study area was relatively small.
0il degrading: fungi/yeast cells have not been found in

the study area. Many different species of bacteria with the
ability of degrading oil have been isolated, both cocci
and rodshaped bacteri. with gramnegative rodshaped bacteria
dominating. The dominating gramnegative bacteria are glucose



negative or oxidative glucose degrading. Human or fish
patogenous bacteria have not been found. The results do not
indicate o0il pollution in the study area, because 1) the
total number of o0il degrading bacteria is small, 2)oil de-
grading fungi/yeast cells have not been found, and 3) the
total number of o0il degrading germs is less than 1% and in
most cases less than 1% of the total number of germs. It

is pointed out that these conclusions are based on rather

few observations (a single sampling), and that they should be
tested by further investigations e.g. carried out at

different times of the year.

'Laboratory studies showed that the bacteria strains isolated
are able to grow in saline environments, and that their
growth rate declines when the temperature falls from 30°%

to 5°C. It was further shown that the lagphase (i.e. the
time passing before the number of bacteria in the culture
increases e¥ponentially) declines when the temperature is
increased (5°C, 10°C and 15°C). Monoculture experiments with
48 isolated strains show that these were not active in the
transformation of cycloalkanes and aromatic compounds, but
paraffin oil and motor oil were attacked. These monoculture
experiments also showed that bacterial growth with paraffin
0il or motoroil as the only carbon source could not normally
be observed visually until after 3 weeks at 5°C and 10°c.

at 15°% growth could be observed in motor o©il in 12 out of
48 strains within the second week, while 10 strains presented

growth in paraffin oil at 15°C within 2 weeks.



2. INDLEDNING

I forbindelse med, at olieboringerne blev indledt i 1976 i
vestgrgnlandske farvande, er der ivarksat en rakke miljgunder-
spgelser i omradet . Med hensyn til en generel beskrivelse af

baggrunden for disse undersggelser og af omrddet henvises
til rapporten: Hydrocarboner i sedimenter og marine organis-

mer ved Vestgrgnland /1/. Fra andre omrader vides, at mikro-
organismer spiller en afggrende rolle for omsatnihgén/ned-
brydningen af olie, Det er i dette tilfalde af sarlig betyd-
ning, at de grgnlandske farvande tilhgrer den arktiske
region, idet den mikrobielle omsatning af olie her vil fore-

g& langsommere end i varmere klimazoner.

De her beskrevne undersggelser er gennemfgrt i samarbejde
mellem Vandkvalitetsinstituttet (VKI) og Gr¢gnlands Fiskeri-
undersggelser (GF) og finansieres af GF. De udggr fgrste del
af et projekt, der skal belyse de mikrobielle forhold i grgn-

landske farvande.

Projektet tager sigte pa dels at undersgge hvilke mikroorganismer
i grgnlandske farvande, der er i stand til at nedbryde hydro-
carboner, dels at fa& kendskab til organismernes udbredelse.

Det er planen at foretage undersggelser pa forskellige &rstider
og pa forskellige biotoper bade i vandmasserne og sedimentet samt
udfgre laboratorieforsg¢gg for at vurdere de i de grgnlandske
farvande forekommende mikroorganismers evne til at nedbryde olie-
komponenter af forskellig kemisk struktur. Det er endelig hen-
sigten at udfgre forsgg med blandingskulturer af mikroorganismer
i "naturligt" substrat (vand og sedimenter fra Grgnland tilsat
olier af forskellig type. Ved hjzlp af gaschromatografiske under-
spgelser skulle det vare muligt at foretage en vurdering af den
naturlige blandingsfloras potentiale med hensyn til nedbrydning
af olie. '



Sidelgbende med de her omtalte undersggelser er der i omradet
i og omkring Faringehavn foretaget kemiske undersggelser. For-
médlet med disse har varet at belyse omfanget af den olieforure-

ning, som er sket ved transport og anvendelse af olie i omradet.

Vedrgrende disse undersggelser henvises til rapporten: Hydro-

carboner i sedimenter og marine organismer ved Faringehavn /2/.

2.1 BESKRIVELSE AF FARVAND
De farvande, som er udvalgt til indsamling af mikroorganismer
er kystnare omrader. Tidligere undersggelser har vist stgrre

forekomst af mikroorganismer her end i abne havomrider.

Der blev udvalgt tre forskellige lokaliteter, hvor topogra-
fien og bundforholdene ligner hinanden s& meget som muligt,
men hvor belastningen af olie fra omgivelserne er forskellig.
En lokalitet har veret udsat for olieforurening gennem flere
ar, en lokalitet har varet udsat for moderat olieforurening
fra husholdning og sejlads, og en lokalitet m& betragtes

'
som uforurenet,

Lokalitet 1l: Faringehavn, Kangerdluarssoruseq (65’41'N.5f}31'v.)

Feringehavn er beliggende ca. 56 km syd for Godthdb i en mindre
fjord, Kangerdluarssoruseq (se figur 1) . P& denne fjords syd-
lige side har der gennem flere &r varet placeret et olietankanlag
(POLAROIL), hvorfra olieforurening javnligt har fundet sted

i forbindelse med bunkring af fiskefartgjer, tankskibe og andre
skibe og i forbindelse med udtgmning af tankskibes ballastvand

ved anlgb til havnen.

Omrddet har sdledes varet udsat for olietilfgrsel gennem

flere a4r, og prgver udtaget i dette omrdde vil kunne give infor-
mation om der eventuelt er udviklet en mikroflora domineret af
"olienedbrydere". Prgverne blev udtaget i umiddelbar narhed af
POLAROILs kaj. Sedimentet i omradet bestod af sand med organisk

materiale, og vanddybden varierede mellem 1l og 90 meter.
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Figur 1.
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Lokalitet 2: Kigdlut iluat (63 53'N.51°24'V.)
Kigdlut Iluat er beliggende 35 km syd for Godthab. Omradet er

ubeboet, og bugten md anses for at vere ubelastet af olieforu-
rening. Prgver taget i dette omrédde md antages at kunne give
information om, hvor stor en del af mikrofloraen, der vil vare

i stand til at nedbryde hydrocarboner fra rdolie, nar der i om-
radet kun er hydrocarboner af biogen oprindelse tilstede. Prgverne
er udtaget p& dybder mellem 12 og 83 m. Sedimentet bestod af

sand og silt.

Lokalitet 3: Malenebugt (64°10'N.51°43'V.)
Malenebugt er beliggende i umiddelbar narhed af Godthdb (se

figur 1) . Bugten er udsat for udsivning fra lossepladsen i
Godthédb, ligesom den md antages at vare belastet med olie fra
Godthédb skibshavn og fra sejlads i havneomradet. Denne lokalitet
er dog langt mindre belastet af olieforurening end lokaliteten
ved Faringehavn. Prgverne blev udtaget i forskellige dybder

varierende fra 15 til 75 meter. Sedimentet bestod af sand og silt.



2.2 MIKROBIEL NEDBRYDNING AF OLIE
2.2.1 Indledning

Spgrgsmdlet om nLvor hurtigt eller hvorvidt de enorme mangder

af olie, der finder vej til marine omrdder (angivet til 106—

10B tons pr. &r) vil nedbrydes under aktuelle fysisk-kemisk-
biologiske betingelser, m& pdkalde opmarksomhed af flere grunde.
Oliens biologiske konsekvenser for dyrelivet i havene, sével
som levendsmiddelhygiejniske konsekvenser er vasentlige

aspekter i denne problematik.

Det er givet, at olieforureningens uheldige konsekvenser i
h¢3j grad vil vere bestemt af den tid, der medgédr til oliens
totale eller delvise nedbrydning. Der er fglgelig interesse
for,ikke blot hvorvidt olie nedbrydes til Co, og H,0 eller
intermediare nedbrydningsprodukter uden toxisk effekt i det
marine miljg, men ogséd for den hastighed, hvormed olien ned-
brydes.

Indledningsvis er det derfor rimeligt at sammenstille de fak-
torer, der p.t. vides at vare vasentlige for oliens fjernelse
fra forureningsstedet eller for nedbrydning i det marine miljg.
Sddanne faktorer omfatter:

Fordampning
Opl@gsning
Emulsionsdannelse
Foto-autooxidation
Sedimentation

Biologisk nedbrydning



Nogle af de navnte faktorer som f.eks. fordampning og sedi-
mentation er faktorer, som fjerner olie fra vandfasen, men

ikke reprasenterer egentlige nedbrydningsaktiviteter. Andre
faktorer, som oplgsning af olie og emulsionsdannelse, er vasent-

lige for den mikrobielle nedbrydning.

En egentlig prioritering af de enkelte faktorers rolle ved
fjernelse og nedbrydning af olie er nappe mulig, eftersom sa-
vel egenskaber ved selve olien, som egenskaber i det omgivende
milj@, inklusive klimatiske faktorer, er medbestemmende ved

en sadan prioritering. Generelt synes det dog accepteret, at
den biologiske og her specielt den mikrobiologiske nedbrydning
af olie spiller en helt afggrende rolle.

Tabel 1 gengiver skematisk de vasentligste faktorer for oliens

nedbrydning.

Substrat (olie): Omgivelser (saltvand, sediment):
Oplg¢selighed Opblanding (stre¢m, vind)

Oliens sammensaztning Mikrobielle ernaringsbetingelser

Indhold af toxiske stoffer Antal og art af mikroorganismer

Emulsionsdannelse Temperatur
Olielagets tykkelse Iltindholad
Tryk

Tilstedevaerelse af organisk stof

Tabel 1: Vasentlige faktorer for mikrobiel nedbrydning
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Mange bakterier, garceller og svampe besidder evnen til at ud-
nytte hydrocarboner som eneste kulstof- og energikilde, (se

tabel 2}. Pseudomonas

Flavobakterier
Vibrio
Acinetobacter
Aeromonas
Serratia
Alcaligenes
Brevibakterium
Beijerinckia
Mikrokokker
Nocardia
Arthrobacter
Mykobakterier
Corynebakterier
Actinomyces
Desulphovibrio

Svampe og garceller af betydning for olienedbrydning

Aspergillus
Debaryomyces
Torula
Saccharomycopsis
Candida
Cladosporium

Trichosporon

Tabel 2: Olienedbrydende mikroorganismer /3, 4, 5, 6, 7, 8, 9/.

Den aktive flora ved nedbrydning af olie i jord synes at vare
en ganske anden end den mikroflora, som sadvanligvis virker

i havvand og sediment. Modsat forholdene i jord synes svampe,
gaerceller og Actinomyces ikke at spille nogen stgrre rolle i
havvand /10/. Spg¢rgsmidlet om svampes betydning ved mikrobiel
oms2tning af olie i havvand synes ikke ganske afklaret. P& om-
rdder med betydelige og hyppige olieforureninger er fundet be-

tydelige ma@ngder af garceller og svampe /11/. Ved nedbrydning
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af olier med toxisk effekt pd bakterier kan det tznkes, at de
normalt mere resistente garceller og svampe indtager en frem-
tradende rolle. Generelt har hidtidige undersggelser mest kon-
centreret sig om olienedbrydende bakterier. Tabel 3 viser
resultatet af en identifikation af 100 olienedbrydende bakterier
isoleret fra Chesapeake Bay, USA /12/.

Pseudomonas = 27%
Actinomyces = 21%
Mikrokokker = 20%
Nocardia = 1l%
Corynebakterier = 10%
Enterocbacteriaceae 6%
Andre 5%

Tabel 3: Olienedbrydende mikroorganismer isoleret fra
Chesapeake Bay.

I tabel 3 er ikke navnt Vibrio og flavobakterier, som i
mange andre opgivelser figurerer blandt de hyppigst forekommende
‘bakterier /15/.

Antallet af olienedbrydende kim pd en given lokalitet synes
markant bestemt af den forureningsmassige situation med hensyn
til olie. P& ikke forurenede omrader vil antallet af olienedbrydere
dels vare ganske ringe og dels udggre en ringe del af total-
kimtal. Antallet af olienedbrydende kim er derfor en fintmarkende
indikator pé& olieforurening /13/. Canadiske undersggelser i
Beaufort Sea viser et indhold af olienedbrydere i vandfasen pa
2,3 x 102 til 9,3 x 104 celler pr. liter, svarende til 0,001%

til 1,63% af totalkimtal /14/. Undersggelser i USA resulterede

i fund i vandfasen pa 20 celler pr. liter til 3400 celler pr.
liter /13/. Rapportering om fund af op til 106 olienedbrydende
bakterier/ml havvand i et olieforurenet omrdde foreligger, men
uden samtidig metodebeskrivelse, hvorfor opgivne tal md tages

med forbehold / 3/.

I bundsedimenter er fundet olienedbrydende bakterier i mangder

fra 2,7 x 10 til 1,6 x 105 pr. g /15/. Der forekommer igvrigt
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kun sparsomme informationer vedrgrende antal olienedbrydende
kim i sedimenter.

I forurenede sedimenter kan olienedbrydende kim findes i m@ngder
>105/g og udggre 10% af totalkimtal /17/.

Spprgsmélet om hvorvidt patogene bakterier kan opformeres i re-
lation til olieforurening er et spgrgsmal af betydning for hu-
manmedicinen, levnedsmiddelhygiejnen og fiskeribiologien
Nuvarende viden om disse problemer er begranset. Interessen
samler sig p.t. om Pseudomonas aeruginosa, Vibrio og Aeromonas.
Det er kendt, at Pseudomonas aeruginosa kan udnytte olie som
eneste kulstof- 09 energikilde og at sardeles hg¢gje koncentra-
tioner af disse patogene bakterier kan opnads i olie/vand-
blandinger /16/.

Slagten Vibrio rummer flere arter af vasentlig betydning for
sygdomme hos mennesker og fisk. Initiale undersggelser pa VKI
viser, at den humanpatogene Vibrio cholerae NAG, og en Vibrio
parahamolyticusstamme (humanpatogen) kan udnytte olie som
eneste kulstofkilde ved 10°%¢ - lSOC, men ikke ved 370C, som
normalt er bakteriens optimumtemperatur. Iagttagelsen er be-
kreftet af Statens Seruminstitut. Mere interessant i en arktisk
sammenhang er formentlig en fiskepatogen Vibrio, som kan

udnytte olie som eneste kulstofkilde.

Eftersom fiskepatogene Vibrio (V. anguillarum) anses for mest
tabvoldende smitstof i marine farvande i relation til fiske-
sygdomme, og eftersom samme bakterie er bevist at vokse ved 4°¢C.
/18/, kraver denne bakterie opmerksomhed. Den ikke ualmindelige
fiskesygdom Fin Rot, kendt fra starkt forurenede omréder, er sat
i forbindelse med olieforurening og hertil hgrende opformering

af fiskepatogene Vibrio /19/. 96% af fisk i damme i estuarier
tilsat olie udviklede Fin Rot mod kun 6% i kontrolhold. Aeromonas
er en ferskvandsbakterie, som resulterer i lignende sygdomme som
Vibrio, og som i lighed med Vibrio synes at kunhe udnytte olie.
Blandt de olienedbrydende g®rceller og svampe forekommer ogsa
reprasentanter for slagter, der vides at rumme humanpatogene arter
(Candida, Aspergillus).
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2.2.2 Egenskaber ved olien, som er af betydning for dens
mikrobielle nedbrydning.

Oliens sammensatning er afggrende med hensyn til muligheder

for nedbrydning. Paraffiner, isoparaffiner, cycloalkaner og
aromatiske hydrocarboner reprasenterer bestanddele af olien med
forskellig nedbrydelighed. Nedbrydelighed af hydrocarboner af-
tager i razkkefglgen n-alkaner, isoalkaner, aromatiske for-
bindelser, cycloalkaner /20/. Den procentuelle andel af de
relativt let nedbrydelige paraffiner kan variere fra nar 0%

til nesten 100% og er oftest < 20% af r8olien. Den aromatiske
fraktion udggr normalt ca. 20%, mens de sardeles vanskeligt ned-
brydelige cycloalkaner udggr op til 50% af mange ré&olier./25/. Mono-
kulturer af flere svampe- og bakteriearter kan nedbryde n-al-
kaner og vandoplgselige aromatiske hydrocarboner, mens der ikke
synes isoleret bakterier, som i monokulturer kan nedbryde den
dominerende cycloalkan, nemlig cyclohexan. /21/.

Denne cycloalkan kan imidlertid nedbrydes af polykulturer

(jfr. afsnit 2‘2.4).

I nogle olier forekommer stoffer, som hammer den mikrobielle
aktivitet. S&danne stoffer omfatter phenol, cyclohexan og
toluen. Det md3 i denne forbindelse erindres, at phenoler er
derivater af benzen, og at mange olienedbrydende bakterier
ogs& kan angribe phenoler /22/.

Olielagets udbredelse og dermed tykkelse er af betydning for
nedbrydningen. Koncentrationen af bakterier i det ¢verste 10 um af
havoverfladen er 10-100 gange st¢rre end i dybere lag. Bakte-
rietal pa 108/m1 eller 105/cm2 er registreret /23/. Parallelt

med at det ¢gverste lag reprasenterer en bakterie/svampe/gar-
cellekoncentration, er der i samme lag tilstrakkeligt af C, N

og P. Saddanne aktive biologiske lag er en vasentlig faktor for

en hurtig mikrobiel omsztning af tynde oliehinder /23/.
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Emulsionsdannelse. Olie og vand danner et system med to faser,

hvoraf den ene - den disperse fase - findes fint fordelt i
den anden - dispersionsmediet. Den lipofile fase kan udggre
enten den disperse fase, olie/vand emulsion eller dispersions-
mediet vand/olie emulsion. Emulsionsdannelse er af betydning
for den tilgengelige exponeringsflade for mikrobiologisk-
enzymatisk aktivitet. Vind og str¢m er vasentlige elementer

i en s&dan dannelse af emulsioner. De organiske syrer der
blandt andet er resultatet af den mikrobielle omsatning af
olie (se figur 9) er karakteriseret ved at have en hydrofob
og en hvdrofil del i molekylet, hvorved blanding af olie og
vand lettes. Savel V/O-emulsion som O/V-emulsion kan finde
sted ved oliespild i havvand. V/0 emulsioner ("chocolate
mousse"), som de er beskrevet siden Torrey Canyon katastrofen
i 1967, angives at udggre en emulsion med ringere muligheder
for tilgang af ilt og ngdvendige nzringsstoffer fra havvandet,
og disse emulsioner vil fglgelig forringe mulighederne for

biologisk oxidation.

Oliens oplgselighed i vand er en helt afg¢rende faktor med hensyn

til den mikrobielle nedbrydelighed. Det synes generelt accepteret,
at bakterier, garceller og svampe udnytter hydrocarboner i oplgst
form. I overensstemmelse med denne antagelse er det vist, at bak-
teriers generationstid under anvendelse af forskellige aromatiske
hydrocarboner er helt afhangige af oplgselighed af vedkommende
hydrocarbon. Eksperimenter viste generationstider pd henholdsvis
1,5 time, 10,5 timer og 29 timer, korresponderende med opl¢@gselig-
hed p& 98 uM, 9uM og 0,45 uM,

Undersggelser over bionedbrydelighed af naphtalin viser, at vakst-
hastigheden for bakterierne er uafhengig af mangden af naphtalin
i mediet, forudsat maztningspunkt for opl@gselighed er ndet. Tilstede-

verelse af overskud af uoplgst naphtalin synes ikke at influere pa
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vaksthastigheden /24/. Oplgseligheden synes f@glgelig helt afggrende
for nedbrydningshastigheden. Det er imidlertid nappe tilladeligt
uden videre at slutte fra eksperimenter med naphtalin til andre for-
bindelser af olie med andre kemiske strukturer. Teorien om oplgse-
lighed som afggrende for den mikrobielle nedbrydelighed er imidlertid
bekraftet med phenanthren. Anvendes teorien generelt for aromatiske
hydrocarboner vil det betyde, forudsat at den mikrobielle nedbryd-
ningskapacitet ikke er overskredet i forhold til hydrocarbonaf-
givelsen i oplost form fra den uoplgste matrix, at vaksten vil blive
lini®r og ikke eksponential, idet vaksten da begranses ifglge
ligningen:

uoplgst hydrocarbon = oplgst hydrocarbon = celledannelse +

stofskifteprodukter.

Hvis koncentration af oplgst hydrocarbon omvendt ikke er vakstbe-
graznsende, vil der vare mulighed for eksponentiel vakst med en
vakstrate bestemt af bl.a. tilstedevaerende nutritive muligheder

med hensyn til N og P, iltforhold m.v.

I tabel 4 er angivet oplgselighed af nogle aromatiske hydrocar-

boner /25/.
Benzen ' 1.860.000 Mg/l
Toluen 500.000 o
Ethylbenzen 175.000 :
n- propylbenzen 120.000 "
Naphtalin 12.500 "
Phenanthren 1.600 "
Antracen 75 "
Benzantracen 10 "
1,2,5,6 Dibenzanthracen 0,6 "

Tabel 4: Oplgselighed for nogle aromatiske hydrocarboner.

Figur 2 viser oplgselighedens betydning for den mikrobielle nedbryd-

ning med hensyn til 5 aromatiske forbindelser.
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Figur 2 /25/: Oxidation af aromatiske forbindelser af Pseudomonas
putida.

Der synes at foreligge dokumentation for mikrobiel nedbrydelighed
af aromatiske stoffer med molekylstgrrelser spendende fra benzen

til benzpyren. Hvorvidt aromatiske forbindelser med stgrre mole-

kyler end benzpyren kan nedbrydes af bakterier eller svampe vides
ikke.

Oplgseligheden i saltvand er minde end oplgseligheden i destilleret

vand, se tabel 5.

Oplgselighed Oplgselighed

destil. vand saltvand
Dodecan (C12) 3,7 ppb 2,9 ppb
Tetradecan (Cld) 2,2 ppb 1,5 ppb
Hexadecan (Cla) 0,9 ppb 0,4 ppb
Octadecan {Cla) 2,1 ppb 0.8 ppb
Hexacosan {026) 1,7 ppb 0,1 ppb

Tabel 5: Oplgselighed i destilleret vand og saltvand for nogle

hydrocarboner.



Oplgselighed af n-alkaner aftager med langden af den alifatiske
kede og nedbrydeligheden afspejler dette forhold. n-alkaner med

n < 10 vil ofte vare toxiske overfor bakterier og hindre vakst
/26/. Arsagen angives at vare partiel disorganisation af phosphor-
lipoider i cellemembranen.

2.2.3 Egenskaber ved miljget, som er af betydning for
oliens nedbrydning.

Mikroorganismernes na&ringsbetingelser er afggrende for muligheder
og hastigheder for olienedbrydning. Figur 3 viser betydning af
2HPO4

er fixeret p& 0,1 g/1 og den anvendte oliemengde, 100 mg/100 ml

(1 o/oco). Undersggelsen er udfegrt ved at tilsatte 10 ml havvand

(bakteriedonor) til 90 ml syntetisk havvand.

NH4NO3 med hensyn til olienedbrydning. Koncentration af K

Figur 4 viser forggelsen af bakterieantal i relation til indhold
af NH4N03' Forsgg med phosphor antyder, at kvalstof i hgjere
grad end phosphor kan blive en aktuel limitterende faktor for
olienedbrydning i havvand /14/.

Selv om vaksthastigheden ved lave temperaturer er relativt ringe
og naringstilfgrslen parallelt hermed lettere opretholdes péd et
for vakst adekvat niveau, antyder Atlas og Barthas eksperimen-
telle undersggelser, at kvalstof og phosphor ogsd i arktiske
egne kan blive en limitterende faktor /29/.

Anvendelse af oleofile'slow release fertilizers er rekommenderet
fra flere sider, fordi tilfgrte vandopl@gselige nitrater og phos-
phater under praktiske forhold hurtigt fjernes fra det omrade,

hvor de tilsigtes at virke. Anvendelse af olieoplgselige N-P-kilder
vil sikre, at disse fertilizers forbliver netop, hvor de skal
optimere den mikrobiologiske vakst (olie-vand-interfacen). Eks-
perimentelle undersggelser viser, at biologisk nedbrydning milt
efter 21 dage havde fgrt til 63% nedbrydning ved anvendelse af
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"slow-release-fertilizer" mod 40% i kontrolundersggelser /27/.
Mens nitrat og phosphat har vist effekt ved laboratorieforsgg i
batchkulturer med hensyn til olienedbrydning, er det ikke,

som anfgrt ovenfor, sikkert at in situ forsgg vil vise det samme.
Formentlig fjernes vandoplgseligt nitrat og phosphat hurtigt fra
olie-vand interfacen,og vil herefter ikke have muligheder for at

influere p& nedbrydningsprocessen.

Antal og art af tilstedevarende mikroorganismer er afggrende
for den mikrobielle nedbrydning, idet de bestemmer dels langden
af initiale lag-fase f¢r olienedbrydningen tager fart, dels
co-oxidationsmuligheder og det samlede enzymatiske udbud, der

er til radighed for oliens nedbrydning.

Temperaturens betydning for omsaztning af olie er genstand for
betydelig interesse, specielt ved oliespild i arktiske omréder.
Figur 5a og 5b viser temperaturens betydning for hastighed af
olienedbrydning i monokultur-fors¢gg med to forskellige bakterie-

arter.

Det bemarkes af figur 5a og 5b, at lag-fase er bestemt dels af
temperatur og dels af bakterieart. Optimal temperatur for olie-
nedbrydning er afhangig af bakteriearter (figur 5a og 5b). Det
fremgdr af figur 5a og 5b, at bakteriel nedbrydning ogsi finder
sted ved 0°c. Nedbrydning af olie ved -1°C er endvidere efter-
vist ved undersggelser i Alaska /28/.

Undersggelser i Alaska med mikrobielle donorer hentet fra jord,
sediment, fersk- og saltvand podet i flydende medier med olie
som eneste kulstofkilde er gengivet i tabel 6.
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Nedbrydning af olie af bakteriestamme ved forskellige tempera-
turer. /14/.

Forklaring se figur 3.



SUM AREAL AF UDVALGTE GC PEAKS | % AF STARTAREAL

%
100 ry=

80

60

40

20

- 29 -

Figur 5b

Nedbrydning af olie af bakteriestamme ved forskellige tempera-

turer /14/.

Forklaring se figur 3.
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PRGVE Beskrivelse af inocula 7 dage 14 daée 28 dage
4 C 8 C 4 C 8 C 4 C B C

1. Olievedet jord 0 0 + ++ +++ A+
2. Sediment fra flod 0 - 0 0 4+ A+
3. Olieprgve 0 + + ++ +++
4. Olieforurenet sedimentprgve (sa@) 0 + + ++ +++ e+
5. Jordprgve 0 0 + 4t T T
6. Olieforurenet havvandsprgve 0 0 0 0 + ++
7. Jordprgve 0 0 ++ et ++4+
8. Brakvandsprgve 0 0 0 + £ s
11. Ferskvandsprgve 0 0 0 0 0 +
13. Jordprgve (tundra) 0 + 0 ++ ++
14. Oliefofurenet jordprgve (tundra) 0 0 0 0 + +4+
15. Jordprg¢ve naer olieboring 0 0 0 0 + ++
16. Olieforurenet jordprgve (tundra) 0 0 + + ++ 444+

Tabel 6 /28/ Relativ angivelse (visuel inspektion) af mikro-
biel aktivitet i mineral-salt-oliemedium efter forskellige
inkubationstider ved 4°c og 8°c.

Det fremgdr af tabel 6, at visuel oxidation af olie ikke kan
registreres fgr efter 14 dage ved 4°, hvorimod nedbrydning ved 8°

i mange tilfzlde kan registreres efter 7 dage.

Amerikanske undersggelser viser, at det er forskellige bakterier,
der dominerer ved opformering i oliemedier ved OOC, 5°¢C og 16%.

ved 0°C og 5°C dominerer Pseudomonas og Vibrio, mens opformering

ved 10°C ogsd giver muligheder for Acinetobacter, Corynebakterier
og Aeromonas /3/. Temperaturen vil sdledes influere ikke blot pé&

de enzymatiske reaktioners hastighed, men ogséd pd biooxydationen

af olie ved at vare medbestemmende ved udselekteringen af den

aktive mikroflora.

Figur 6 viser temperaturens betydning for fordampningen og den

biologiske nedbrydning af olie.
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Figur 6. Fordampningstab og biologisk nedbrydning ved forskellige
temperaturer. Skraveret = fordampning, sort = residual-

olie og resten = biologisk nedbrudt olie /29/.

Da netop den flygtige del af olien kan virke inhibitivt pd bakte-
rier, kan dette forklare den lange lag-fase ved nedbrydning ved
lave temperaturer. Lag-fasen kan reduceres, hvis man som olie-
substrat anvender "weathered! olie og ikke frisk olie /29/.
Temperaturens betydning for nedbrydningen af olie ved henholdsvis
2°c, 18°c og 309 er kvantitativt angivet til henholdsvis 30%,
40% og 50% nedbrydning efter 2 uger /6/.

Spgrgsmalet om nedbrydningsmuligheder af olie under anaerobe
forhold kan i sidste instans blive afggrende, idet specielt
resistente o0g uoplgselige oliefraktioner kan havne i sedimen-
ter, hvor der pa visse lokaliteter er anaerobe forhold. Under
iltfri forhold kan nitrat og sulfat optrezde som brintacceptor/
elektronacceptor. Kun 2 organismer vides at have evnen til

at anvende sulfat som endelig elektronreceptor ved anaerob
respiration, nemlig de obligat anaerobe bakterier Desulfo-
vibrio og Clostridicum nigrificans. Desulfovibrio angives

almindeligt forekommende, og det paregnes, at disse bakterier
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under udnyttelse af dehydrogenasesystemer kan udnytte og
oxidere hydrocarboner under dannelse af HZS' Clostidium
nigrificans' krav om hgje temperaturer g¢gr den uinteressant

i en arktisk sammenhang.

Mens nedbrydning af olie under anaerobe forhold er erkendt som
noget der kan finde sted, og som der er mikrobiel dakning for,

er det alligevel generelt accepteret, at en sadan anaerob nedbryd-
ning ikke spiller nogen vasentlig rolle i praksis. /10/. Denne
erkendelse m& indebare en accept af, at anaerobe bundsedimenter
ikke er et ¢gnskvaerdigt miljg for biologisk nedbrydning af olie.
Amerikanske studier over et aktuelt oliespild viser, at der 8
médneder efter et oliespild ikke i sedimentet kunne registreres
vesentlige kemiske @&ndringer i olien /30/. I vandfasen i &bne
havomrdder vil iltindhold ikke vare en limitterende faktor for

olienedbrydningen.

Kendskab til olienedbrydning i dybe havomrddet er ringe.
Amerikanske undersggelser viser, at ved de herskende tempe-
raturer (oftest < SOC) og tryk (ca. 300-400 atm) er bakte-
riers vakst starkt padvirket og olienedbrydning langsom.
Figur 7 viser bakteriel udvikling ved henholdsvis 1 atm. og

500 atm. 1 et n-hexadecansubstrat.
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ved 1 atm. og 500 atm. /31/.



Tilstedevarelse af organisk stof vil normalt fremme oliened-
brydning ved at sikre en rimelig hg¢j initial mikrobiel bio-
masse, og ved at sikre et COz—indhold, som er af betydning i

den initiale fase af oliens nedbrydning. Omvendt kan stgrre
mengder organisk stof betyde en ilttgmriing i omradet, som kan
vanskeligggre olienedbrydning /6/. Lee & Ryan viser, at olie-
nedbrydningen forlgber betydeligt hurtigere i estuarier end i
havomrader. Savel den nutritive situation som initiale bakterie-
koncentration vil betinge disse forhold /32/.

2.2.4 Principper i den mikrobiologiske nedbrydning af olie

Den mikrobiologiske nedbrydning af olie er kun en del, omend
den vasentligste, af den totale biologiske nedbrydning, hvor
ogsd fisk, krebsdyr m.fl. medvirker. Principielt kan den mikro-

bielle olienedbrydning simplificeres til fglgende:

Olie + O, enzymer CO, + H,0 + stofskifteprodukter + celler

Vandoplgselige stofskifteprodukter vil hurtigt fjernes fra om-
réddet via udvaskning og nedbrydning.
Alifatiske hydrocarboner nedbrydes ved B-oxidation eller

w—~oxidation resulterende i CO Hzo, alkoholer, ketoner, alde-

2!
hyder og syredannelse.

Cycloalkaners mikrobielle nedbrydning er lidet kendt.
Aromatiske hydrocarboner konverteres over diolforbindelser til
formentlig catechol, hvorefter der sker en ringspaltning

og videre nedbrydning.

Hpjerestédende dyr og mikroorganismer synes forskellige i deres
made at oxidere aromatiske forbindelser pa&. Generelt er de
initiale reaktioner med hensyn til den mikrobielle oxidation
af aromatiske hydrocarboner ikke kendt tilbunds, men "mixed
function oxidases" (M.F.0O) paregnes at spille en afggrende
rolle .ved hydroxylering af den aromatiske ring og dannelse af
diol-forbindelser /16/.

M.F.O0. omfatter aryl-hydrocarbon-hydroxylase (A.H.H.), som er

af betydning ved metabolisk omsaztning af olie. A.H.H. er fundet



i fisk, krebsdyr, s¢stjerne, s¢pindsvin, havbgrsteorm og visse
mikroorganismer, men tilsyneladende ikke i skaldyr og alger

/34/. M.F.0. eller oxigenaser angives at kunne starte de ini-
tiale reaktioner ved ganske lave iltkoncentrationer. Produktionen
af disse enzymer er genetisk betinget og knyttet til extrakro-
masomale faktorer (plasmider). Evnen til at opretholde denne

evne til enzymproduktion synes let at g& tabt i laboratoriet.
Forekomst af A.H.H. i fisk, krebsdyr, sdstjerner, havbgrsteorm og

sgpindsvin viser:

- at andre enzymer end de mikrobielt producerede deltager i
oliens biologiske oxidation, og at en clearence af olie-
forurenede konsumemner (fisk, krebsdyr) kan p&regnes, takket

vere f.eks. A.H.H.

- at monitororganismer (indikatororganismer) for olieforurenincg
bpr sgges blandt skaldyr som iklie hesidder A.H.H., oo som

akkumulerer forureningsstoffer i sit vav.

Muligheder for en extracellular nedhrvdning af olie opnas ved
udskillelse af extracellulzre enzymer eller ved frigivelse af
enzymatisk materiale fra d¢de mikroordganismer. Manglende over-
ensstemmelse mellem registreret celletal og registreret nedbryd-
ning kan eventuelt forklares via teorien om extracellular ned-
brydning. Frigivne enzymer er vist at bevare aktiviteten efter
frigivelsen fra det cellulzre miljg,oq sddanne enzymer angives
af betydning ved olienedbrydning i dybhavsomrdder med langsom
vekst af mikroorganismer /33/. Extracellulare produktioner af

bakterier og garceller angives af betydning for emulsionsdannelsen.

Co-oxidation (co-metabolisme) er et fanomen af stor betyd-

ning ved nedbrydning af hydrocarboner. Co-oxidation er 6prinde~
ligt defineret som en inkomplet oxidation af et stof parallelt
med at mikroorganismen udnytter et andet stof som energi-kul-
stofkilde.

Komplet biooxidation af cycloalkaner er eftervist i et system

indeholdende to forskellige pseudomonasarter, n-alkaner og
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cyclohexan. Ingen af de to bakterier kunne alene udnytte cyclo-
hexan mens samarbejdet resulterede i en komplet nedbrydning.
Fgrste trin i denne nedbrydning var en konvertering af cyclo-
hexan til cyclohexanol via co-oxidation med sekundar udnyttelse
af det producerede cyclohexanol af den anden pseudomonasstamme.
Kontrolforsgg viste fglgende /35/:

- at den alkanoxiderende bakterie ikke alene kunne nedbryde

den ved co-oxidation producerede cyclohexanol

- at den cyclohexanol-udnyttende bakterie udnyttede cyclohexanol
2 Hzo, celler) .
- at den cyclohexanol-udnyttende bakterie ikke kunne nedbryde

via en komplet nedbrydning (CO

cyclohexan, men kun cyclohexanol.

Co-oxidation er herefter vist at vare en afggrende forudsztning
for cyclohexans nedbrydning. Omvendt synes der endnu ikke fundet
bakterier som alene kan udnytte cyclohexan som eneste energi-
kilde. /21/. Flere determinanter kontrollerer den hastighed
hvormed cyclohexanol dannes. Af figur 8 fremgdr det, at ved
konstant m&ngde af n-alkan, vil produktionen af cyclohexanol
vere bestemt af koncentrationen af cyclohexan. Kurven i figur 8
forklarer,at cyclohex:tanoldannelsen stiger med stigende koncen-—
tration af cyclohexan, indtil de toxiske virkninger af cyclo-
hexan dikterer et fald af produceret cyclohexanol.

- CYCLOHEXAMNOL dannet
pr. mg torvegt baokterier
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Figur 8

Cyclohexanoldannelse som funktion af cyclohexankoncentratiorer.

L35/
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Netop fordi cycloalkaner kan udggre mere end 50% 1 nogle olier,og fordi
cyclohexan er karakteristisk for denne fraktion,er nedbrydnings-
muligheder og nedbrydningsprincipper vasentlige for denne hydro-
carbon, som reprasenterer oliens mere vanskeligt nedbrydelige
fraktion.

2.2.5 Komplet-inkomplet nedbrydning af olien.

Afggrende med hensyn til de biologiske konsekvenser vedrgrende
oliens nedbrydning er, at denne nedkhrvéning ikke synes 100%, i
det mindste ikke under laboratoriemassige betingelser. Forskellige
angivelser ma tages med forbehold, da de ofte refererer til
forskellige temperaturer, forskellige tider og forskellige bak-
teriedonorer. I litteraturen findes angivelser fra 26,5 ~ 97,2%
mikrobiologisk nedbrydning af olie under forskellige laboratorie-
betingelser ved 25°C efter 30 dages forlgb /10/. Atlas /20/
angiver, at 40-80% af rdolie nedbrydes via mikrobiel aktivitet.
Slutninger fra laboratoriemessige batch-forsgg med hensyn til
olienedbrydning og til naturlige forhold kan imidlertid kun
drages med forsigtighed /32/. Batch-kulturer er underkastet

visse begransninger i den mikrobielle aktivitet som /36/:

- udtgmning af essentielle narings'stoffer

- manglende muligheder for co-oxidation

~ inhibitiv effekt af syrer, som ophobes i batch-kulturen,
blandt andet ved at nedsztte pH (se figur 9)

- anvendelse af monokulturer eller i det mindste smalspek-
trede inocula med hensyn til arter og oftest enten alene bak-

teriekulturer eller alene garcelle/svampekulturer.

0 o T 12
DAGE

Figur 9 : Variation i pH under mikrobiel nedbrydning af
ekofiskolie af garceller (Saccharomycopsis
lipolytica). /7/.
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Graden af nedbrydning synes endvidere bestemt af hvilke mikro-
organismer der deltager i nedbrydningen. Naturlige forhold vil
oftest byde pd muligheder for at mobilisere sével bakterier som
gerceller og svampe i biooxidation af olie. Bakterier er i for-
sgpg angivet at kunne udnytte 35% - 70% af paraffiner i réolie
mod 85% - 92% nedbrydelighed af svampe. Kombinationer af bak-
terier, garceller og svampe angives at kunne prastere langt
stgrre nedbrydning end disse mikroorganismer kan enkeltvis /37/.
Denne kendsgerning pdpeges med rette at matte medtages i diskus-
sioner om nedbrydning af olie i naturen, hvor bakterier angives
at initiere nedbrydningen med angrebspunkt i alkaner og even-
tuelle cycloalkaner med en succesiv udvikling i retning af stgrre
aktivitet af garceller og svampe og hertil knyttet nedbrydning

af cyclohexaner og aromatiske forbindelser.

I naturen vil problemstillingen v@re at nedbryde blandings-
fraktioner af olie ved hjelp af den til rddighed varende
blandingskultur; Dette sker uden at stofskifteprodukter

far reel mulighed for at influere pa bakteriernes/gar-

cellers eller svampes aktivitet. Denne problemstilling er en
anden end den der er knyttet til laboratoriemassige batch-forsgg.
Hvorvidt disse aktiviteter efterlader en residualrest af olie,

og hvorvidt en eventuel residualrest kan nedbrydes biologisk

af hgjere organismer synes stadig uafklaret. Tar balls repra-
terer en form for residualolie som opfattes som et resultat af
fysiske, kemiske og biologiske @ndringer af den oprindelige olie.
Nyere iagttagelser antyder en hurtigere halveringstid end tid-
ligere antaget med hensyn til tar balls (1 - 4 mdneder) /38/.
Colwell har tidligere beskrevet mulighed for mikrobiel dannelse
af langk®zdede n-alkaner som optrader i tar balls, og antyder
mulighed for at tar balls md opfattes som mikrobielle nydannelser
i forbindelse med mekanisk pdvirkning /39, 40/.
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20 BESTEMMELSE AF OLIENEDBRYDENDE MIKROORGANISMER

2e3wl Indledning

Mikroorganismer, som er omtalt i forbindelse med nedbrydning

af olie omfatter bakterier, g®rceller, svampe og 1 det mindste
en enkelt algeart (Prototheca zopfii). Disse organismers evner
til nedbrydning af savel alkaner som aromatiske hydrocarboner

er eftervist /41/. Hidtidige fors¢g p2 estimering af antal og
art af olienedbrydende mikroorganismer er begranset til bakterier,
gerceller og svampe. I det fglgende omtales metoder til bestem-
melser af disse olienedbrydende mikroorganismer. Sadanne bestem-
melser rummer savel et kvantitativt som et kvalitativt aspekt.
Kvantitative unders@¢gelser af referenceomridder og forurenede
omrader vil afslepre en lokalitets praktiske muligheder for,
under de givne fysisk-kemisk-biologiske forhold at mobilisere

et mikrobielt-enzymatisk respons pa olieforurening. Dette respons
er omvendt den basale forudsztning for oliens omsatning og
fjernelse, bortset fra kosmetiske pseudofaktorer (sedimentering,
fordampning) . En kvalitativ bestemmelse af, hvilke ﬁakte—

rier, svampe og garceller, der udvikles pd en given lokalitet
som svar pd& olieforurening, er aktuelt for at kunne vurdere
hvorvidt skaldyr - krebsdyr - fiske- eller humanpatogene
mikroorganismer udvikles i relation til oliespild. Kvanti-
tative bakteriologiske undersggelser til afslgring af rela-
tioner mellem olienedbrydende kim og totalkim angives at

vere en fintmarkende indikator pd olieforurening, idet dette
forhold beholder sin indikatorvardi efter selve olien er
forsvundet /13/.

2:3:2 Kvantitative bestemmelser af olienedbrydende mikroorga-

nismer

Principielt foreligger to metoder til en kvantitativ bestemmelse,
nemlig telling af mikroorganismer pad faste medier med olie som |
eneste kulstofkilde eller talling af mikroorganismer efter

"most probable number" metode (MPN) med olie som eneste kul-
stofkilde i flydende substrater.



En reel standardisering af metoder og substrater i relation
til registrering af olienedbrydende mikroorganismer mangler
totalt. Foreliggende resultater er fglgelig ikke altid sammen-
lignelige. S&vel med hensyn til faste medier som MPN-medier
er flere forskellige substrater under anvendelse. Principielt
kan alle MPN-substrater konverteres til faste medier ved at
tilsatte stgrkningsmiddel (agar, silicagel). Nogle substrater
finder anvendelse ba&de i faste og flydende medier, som f. eks.

det kommercielt tilgengelige Bushnell-Haas-substrat.

Faste medier til telling af olienedbrydende bakterier omfatter:

1) Agarmedier indeholdende diverse salte, herunder nitrater

eller ammoniumsalte og med incorporeret hydrocarbon som
eneste kulstofkilde. Stgrkning af mediet opnds ved anvendelse

af agar ‘i koncentration 1,5%.

2) Silicagelmedium indeholdende forskellige salte, herunder

nitrater og med incorporeret olie. Stgrkning af mediet op-
nads ved tilsetning af silicagel i koncentrationen 5%.

Begge faste medier kan indrettes specielt til bakterie- eller
svampe/g@rcelletallinger via tils®tning af henholdsvis anti-
bakteriemidler (antibiotica) eller antisvampemidler (fungiecider).
Skal plader anvendes til specifik bakteriefalling tilszttes
fungizone, som hindrer svampevakst uden at skade bakterier.
Skal plader anvendes til svampe/garcelletallinger tilsattes
tetracyclin og streptomycin og pH justeres til 4.5

Nye undersggelser af Colwell, USA, synes at vise, at agatr-
medier ikke er egnede til t®lling af olienedbrydende mikroorga-
nismer. Colwell angiver at vakst pa agarmedier indeholdende

olie ikke ngdvendigvis bgr tilskrives olien, men kan skyldes
mikrobiel udnyttelse af selve agaren eller urenheder i agaren.
Muligheden for at udnytte agar som kulstofkilde kompromitterer
agarmediers anvendelighed /5/. Netop i det marine milj® omsattes
naturligt enorme agarm@ngder (agar indgar i alger) og evnen til



w 38 =

at nedbryde polysakkaridet agar kan ikke forventes at vare en
exklusiv egenskab hos bakterier i havvand. Antallet af agarned-
brydere kan vaere lige s& stort som antallet af olienedbrydere /45/.
Parallel anvendelse af agarplader med o uden olie sikrer en
mulighed for at substrahere de agarudnvttende, men ikke olie-

udnyttende kim fra kimtallet pd olieagarpladen.

Anvendelse af silicagelplader angives at give farre falske posi-
tive kolonier end agarplader /42/. Resultater opndet ved hjzlp af
silicagelplader korresponderer i komparative fors¢g godt med
resultater opndet ved MPN-metoder /42/. NAr sdilicalgelplader
alligevel ikke har fdet nogen stgrre anvendelse, skyldes det
ikke pladens manglende trovardighed, men tekniske problemer ved
fremstilling af silicagelplader. Mens agarplader bekvemt frem-
stilles ved opha&ldning af ca. 45°C varnmt flydende substrat, som
stgrkner i pladerne ved lavere temperaturer, er stgrkning af
silicagelsubstrat pH-dirigeret og vanskelig at styre. Momentan
stprkning f¢r ophaldning kan indtrzde,og desuden er silicagel~-
plader blgdere i konsistens og svarere at tilsd8 end agarplader.

Ved undersggelse af store vandmangder kan membranfilterprincippet
anvendes i forbindelse med faste medier. @nskes eksempelvis

100 ml vand undersggt for indhold af olienedbrydere filtreres

100 ml af det pdgaldende vand gennem membranfilter (porestgrrelse
0,45 pum). To filtre hver reprasenterende 100 ml af samme vand-
prgve placeres pa medium med og uden olietilsatning for at kom-
pensere for bakterier, der udnytter agar (Flavobakterier, Pseu-
domonas, Agarbakterier, Cytophaga m.fl.).

Anvendte dyrkningstemperatur varierer fra 5° - 37°c. Dyrknings-
temperaturen bgr principielt afspejle de klimatiske forhold.,

der rader hvor prgverne indsamles. Ved prgver fra arktiske
omrader vil man siledes oftest foretrzkke sd lave temperaturer
som 15°cC. Dyrkningstiden er blandt andet bestemt af den anvendte
temperatur. Dyrkningstider < 15 dage bgr frarddes. Ved dyrk-
ningstemperatur pa f.eks. 5°C ma .dyrkningstiden forlanges til
mindst 4 uger /11/.
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MPN-metoder synes i stigende grad at foretrazkkes ved bestemmel-
ser af antal olienedbrydende miktoorganismer /14, 16/. S&danne
metoder kan pd& samme made som faste medier gpgres selektive for
bakterier eller gerceller/svampe. Sadvel hvad angdr faste
substrater som flydende substrater resterer et ngdvendigt arbejde
med hensyn til at standardisere metoderne, f.eks. med hensyn

tils

~ Substratsammensatning

- Inkubationstid

- Inkubationstemperatur

- Mengde af tilsat olie (oftest 0.1 - 1%)
- Buffersammensatning

- Aflasning

Med hensyn til MPN-substrater synes i det mindste 3 forskellige

substrater i brug p.t.

1) Bushnell/Haas-substrat (kommercielt tilgangeligt)
2) Bunch substrat
3) Colwell substrat

Der er i alle 3 tilfzlde tale om emitteret "havvandsmedium".
Colwell eksperimenterede med flere substrater og fandt, at
substratets sammensatning specielt vedrg¢grende bufferkapacitet
til hindring af pH-fald via syreproduktion var vigtig /15/.
Colwell angiver, at koncentration af olie i substratet er af
betydning, og angiver en minimumkoncentration pa 0,1% og
optimal koncentration mellem 0,5 -~ 1% /15/.
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Dyrkningstid er blandt andet bestemt af dyrkningstemperatur og
skal vare mindst 6 uger ved 5°¢ 719/ .

MPN—-undersggelser kan foretages med 3 eller 5 rgr i hver rzkke
(v 3 eller 5 rgr reprasenterende samme fortynding). 5 rgr giver
mindre spredning pa& tallene, men 3 rgr foretrazkkes oftest af
arbejdshensyn.

Bestemmelse af hvorvidt et udvalgt rgr i MPN-opstillingen er
positiv med hensyn til vekst vil oftest ikke give anledning til
problemer.

Som positive rg¢r opfattes:

- rér med total turbiditet
- r¢gr med turbiditet ¢gverst i rgret
- r¢r med klar andring af olien eller fjernelse

af olien (tradede, slimede dannelser ¢gverst i rgret).

Proteinproduktion i rg¢ret som udtryk for bakteriel opformering
er udnyttet af Colwell til udpegning af positive rgr. Colwell
har vist, at der er god overensstemmelse mellem proteinpro-

duktion og hydrocarbontab (se. tabel 7).



Hydrocarbon- Protein- Hydrocarbon-
koncentration produktion tab
(%) (ug/ml) (mg)

0 14 0

0.05 22 18.7

0.10 31 58.5

1.0 210 415
Tabel 7 : Relation mellem hydrocarbontab i substrat og

proteinproduktion. /15/.

Tabel 8 viser komparative undersggelser vedrgrende substratets
og metodens betydning for det registrerede antal af oliened-

brydende mikroorganismer.

Medium
Inoculum '

MPN Basalagar OB no. 2 SGO
x 102 6.4 x 105 4.2 x 10° 6.0 x 102

Colgate Creek sediment 2

6 x 102 4.4 x 105 2.0 x 105 9.0 x 10!
.0 x 10° 9.0 x 105 2.0 x 10% 1.0 x 10!
5 x 10 6.0 x 103 9.0 x 102 1.0 x 102

Colgate Creek wvand

Eastern Bay sediment

o W +~ W

Eastern Bay vand

Tabel 8 : Tellinger af olienedbrydende mikroorganismer
under anvendelse af forskellige metoder. /42/.

Tellinger angiver antal pr. ml vand eller g
sediment.

MPN = talling efter MPN-metode (Colwell substrat)

Basal agar 2 agar anvendt ved bestemmelse af totalkimtal

OA no. 2 = Olieagar til specifik tzlling af olienedbrydere

S$.G.0 = Silicagel - olie - substrat til specifik talling af
olienedbrydere.
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Det fremgar af tabel 3, at t@llinger pd& OA no. 2 afviger be-
tydeligt fra S.G.0O og MPN-metoden.
Tabel 8 mere end antyder, at standardiseringsbestrazbelser med
hensyn til metodik ved kvantitative bestemmelser af oliened-
brydere er ngdvendig, og at resultatet af sddanne undersggelser
i verste fald i hgjere grad bliver bestemt af anvendte metode

end den mikrobiologiske situation.

P& nerverende tidspunkt synes MPN at vare at foretrakke af
fplgende grunde:
- MPN er let at arbejde med
- MPN-rgr med skrueldag sikrer mod kompromitterende dehydrering
~ved de lange dyrkningstider.
- MPN synes at give farrest falske positive, d.v.s. giver

ikke for hg¢je tal

- MPN sikrer bedste spiringsbetingelser for olienedbrydende

mikroorganismer.
2353 Kvalitative bestemmelser af olienedbrydende mikro-
organismer.

Kvalitative bestemmelser af olienedbrydende bakterier har i
lgbet af de sidste 10 &r f@¢rt til et stgrre kendskab til hvilke
bakterier, der er i stand til at nedbryde alkaner, ringformige
forbindelser og phenoler som findes i rdolier. En lang rakke
ringformige, organiske miljﬁforurenende stoffer, herunder poly-
cycliske aromater, inducerer enzympreduktion (aryl-hydrocarbon-
hydroxylase) i hgjere organismers leverceller og hos visse

bakterier.

Kvalitativ bestemmelse af bakterier, der producerer enzymer

som nedbryder miljggifte har informativ verdi, fordi de hafter

den olienedbrydende egenskab pd bestemte og kendte bakteriearter/
gercelle-svampearter, hvis kendte: temperaturkrav, iltkrav, salt-
resistens og naringsstofkrav og forekomst i havvand og sedimen-
ter giver muligheder for vurdering af aktuelle nedbrydnings-
muligheder og muligheder for at optimere den mikrobielle ned-
brydningsproces, f.eks. via tilsetning af fertilizers. Desuden
giver de informationer med hensyn til hvorvidt olienedbrydning
evt. er forlenet med simultan opformering af ugnskede bakterier

(skaldyr - krebsdyr - fiske- eller humanpatogene mikroorganismer) .
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3, METODER

o INDSAMLING AF PR@VER

Indsamling af prgver blev foretaget fra GR@NLANDS FISKERIUNDER-
SPGELSERs kutter TORNAQ i perioden 4-6. juli 1977. Vandprgverne
blev udtaget i 1 m dybde med Knudsen~vandhenter, der blev
steriliseret i kloramin fg¢r brug. Vandet blev overfgrt til
sterile % liters glasflasker. Temperatur og saltholdighed blev
malt i 1 m dybde.

Sedimentprgverne blev indsamlet med lysekrone-bundhenter, hvis
plastikrgr . blev steriliseret med kloramin f@gr brug. De to
¢gverste lag af sedimentet fra hver af de 3 r¢r blev overfgrt
til en steril plasticbeholder. Det medfglgende vand blev efter
4 timers sedimentering heldt fra.

Bidde vand og sediment blev opbevaret ved temperaturer mellem
o

17 og 4°C under de 2 d¢gns transport til VKIs laboratorium i
Hgrsholm.
5.2 ANALYTISKE METODER

0 s Indledning

I afsnit 2.3 er foretaget en generel gennemgang af metoder til
kvantitativ pavisning af olienedbrydende mikroorganismer samt
diskuteret fordele og ulemper ved disse metoder. I dette af-
snit skal redeggres for den metodik, som danner grundlaget for

de i afsnit 4 beskrevne resultater.
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2052 Telling af totalkim pa& agarplader

Totalkim er bestemt p& marin agar (Difco Bacto-marine agar 2216).
Substratet er fremstillet efter formel oprindelig angivet af

Zobell. Sammensztning fremgdr af bilag 1.

Fremgangsmadde ved undersgpgelse af sediment og vand er, at der
fremstilles fortyndinger af undersggelsesmaterialet, sd der opnés
fortyndinger fra 10_l - 10—6. Som fortyndingsvaske anvendes fysio-
logisk saltoplgsning. Fra disse fortyndinger podes i petriskale,
og inocula reprazsenterende de anvendte fortyndinger overhazldes
med smeltet til 45°¢c afkglet marinagar. Inkubationstiden er 7

dage ved 20°¢.

.23 Telling af total antal gerceller/svampe pd& agarplader

Anvendte agarsubstrat er marin agar tilsat streptomycin (50pg/ml)
og tetracyclin (50pg/ml). pH indstilles p& 5.0. Inkubationstid
er 7 dage ved 20%.

3.2.4 Taelling af olienedbrydende bakterier pa agarplader

Sammensatning af anvendte agarsubstrat fremgdr af bilag 2. Sub-
stratet er Colwells MPN-substrat tilsat agar og med et reduceret
indhold af Mg SO
?H2
rindelige form medfgrte udfzldninger. Som eneste kulstofkilde er
anvendt 0,5% Shell Vitrea oil 27, en detergentfri olie med fpl-

4 7H20 for at opnd forligelighed mellem MgSO4,

0 og phosphater, idet autoklavering af substratet i sin op-

gende sammensatning:
alkaner ca. 70%
cycloalkaner ca. 24%

aromatiske forbindelser ca. 6%

Oliens homogene inkorporering i det flydende substrat kraver en
speciel teknik, som beskrevet af Baruah et al. /43/. Efter denne
teknik adsorberes olien til silica (Cab-0-Sil), partikelstgrrelse
12 mp). Adsorptionen til silica foregar ved at oplgse 5 g olie

i 15 ml ethyl=zter og blande det i en morter med 5 g silica. Zteren
afdampes i rotationsinddamper og det indvundne lette pulver (olie

adsorberet til silica) kan herefter fordeles homogent i substratet
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ved forinden tilsztning at blande olie-silicapulveret op
i 1idt vand. Med hensyn til olie-agarplader anvendt til
telling af bakterier er pladerne tilsat fungizone (10 pg/ml)

for at undertrykke svampe-gzrcellevakst.

Parallelt med fremstilling og anvendelse af olieagarplader pro-
duceres og anvendes basisagarplader, d.v.s. "olieagarplader"
uden olietilsatning, (jfr. afsnit 2.3). Pladerne telles efter

14 dage ved 20°¢ og igen efter 28 dage ved 20°c.

3.2.9 Telling af olienedbrydende garceller og svampe pa

agarplader

Skal agarplader anvendes til telling af garceller og svampe, ma
pakteriel vaekst p& pladerne sam neEvnt undertrykkes. Agarsubstratet ggres
selektivt for svampe-garceller ved at tilsatte streptomycin
(50ug/ml) og tetracyclin (50 pg/ml).og pH indstilles pd 5.0.
Ipvrigt foregadr substratfremstilling og talling ngjagtigt som
ved talling af bakterier pa agarplader.

3.2.6 Tzlling af olienedbrydende bakterier, svampe og gar-

celler pa& silicagelplader.

Der blev initialt foretaget forsgg med silicagelplader med
henblik p8 senere praktisk anvendelse. Metoden bygger pad en
metodik angivet af Funk /44/. Tekniske vanskeligheder (se af-
snit 2.3) i forbindelse med at flere forskere netop pd unders¢g-
gelsestidspunktet @ndrede metoder fra anvendelse af faste sub-
strater til M.P.N.-metoder, medfgrte beslutning om at droppe
silicagelsuhstratet til fordel for MPN-metoden, Eftersom

det ikke kan udelukkes, at silicagelsubstrat er et anvende-
ligt substrat ved undersggelse af store vandmazngder i ufor-
urenede omrdder under samtidig anvendelse af membranfilter-
metoden (se afsnit 2.3) skal fremstillingsprocessen for dette
substrat medtages her (se bilag 3). Seki /45/ angiver, at
antallet af agarudnyttende bakterier kan vare stgrre end an-
tallet af olieudnyttende kim, hvorfor silicagelplader bgr
anvendes 1 stedet for agarplader.
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Seki gpr endvidere opmarksom pa, at der ikke blot bgr anvendes
inert (uudnyttelig) stgrkningsmiddel (silicagel), men der bgr
ogsd anvendes inerte filtre som glasfiltre i stedet for normalt

anvendte celluloseholdige membranfiltre.

< I Telling af olienedbrydende mikroorganismer ved MPN-

metoder.

En komparativ undersggelse til dokumentation for anvendelses-
muligheder af alle kendte MPN-substrater 1& udenfor rammerne af
dette projekt. Under henvisning til den betydelige uklarhed,
der findes med hensyn til hvilke substrater, der bg¢r bruges,
blev der udvalgt to substrater, som i nyere undersg¢ggelser har vist
sig anvendelige og bedre end andre substrater. De to udvalgte
MPN-substrater er beskrevet af Bunch-Harland /14/ og Colwell
/15/. Vedrg¢rende substraternes sammens@tning se bilag 4 og 5.
Substratet fordeles p& plastik tubes med skrueldg med 5 ml
substrat pr. tube. Olien tilsattes med mikropipette 50 pl pr.
tube svarende til 1% olie. Colwellsubstratet blev zndret med
hensyn til indhold af MgSO4, THZO som omtalt under 3.2.3.
Tilsdede plastik tubes henstod ved 15°C i 6 uger i rysteappa-~
rat, der er indstillet pa 100 rystninger pr. minut. Hver for-
tynding blev i narvarende undersg¢ggelse reprasenteret med 3

r¢r (triplicateopsatning). Re¢rene blev aflast hver uge.

Nevnte substrater blev afprgvet overfor fglgende olienedbrydende
bakterier og svampe: Nocardia, Pseudomonas, Arthrobacter,
Streptomyces, Grafium, Pentamyces, Candida. Anvendte oliekilder i
forspget var paraffinolie og olie (Shell Vitrea oil 27). Svampe
og bakterier viste oftest hurtigere vakst og stegrre turbiditet i
Colwell-substratet end i Bunch-Harland substratet. Efter nedsat-

telse af MgSO4,7H O-indholdet synes s&ledes Colwell-substratet at

vaere at foretrakké. Colwell-substratet danner f¢lgelig grundlag
for resultater angivet i afsnit 4. Der er ikke ved tallingerne
efter MPN-metcden forsggt specialtallinger af henholdsvis bakte-~
rier og gerceller/svampe, fordi de to sidstnavnte ikke blev pa-

vist pa plademedier med anvendelse af selektive plader.
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3.2.8 Kvalitative bestemmelser vedrgrende isolerede olie-

nedbrvdende bakterier.

Bakteriestammer blev isoleret fra medier med olie som eneste kul-
stofkilde. Stammerne reprasenterer Faringehavn, Malenebugten og

Kigdlut Iluat, og har reprasentanter fra sdvel vandfase som sedi-
ment. Nogle stammer blev isoleret fra agarplader og andre fra MPN-

substrater.

Biokemiske-taxonomiske undersggelser er udfgrt ved hjzlp af
fplgende tests:

Hezmolyse, nigmentering, cytochromoxidase,katalase, tween 20,
tween 80, gelatine O/F-test, Simmons citrat, hevage-~
lighed (SIM), indol (S.I.M) H,S (S.I.M), 1% tryptone uden
salttilsetning, 1% tryptone med 4% NaCl, 1% tryptone med
7% NaCl, Vos Proskauer, arginin (Mgller), lysin (Mgller),
urinstof, nitratreduktion, arabinose, cellobiose, laktose,
sucrose, glycerol, stivelse, Xylose, chitin, kgdvandsbouillon
med 1% NaCl ved 5° , kgdvandsbouillon med 1% Nacl ved 10°
kgdvandsbouillon med 1% NaCl ved 15°C, kgdvandsboullion med
1% NaCL ved 30°c. pteridin, gramfarvning..
Alle aflasninger af reaktioner afsluttet senest 7. dagen med
daglige aflasninger af andringer i reaktioner.

Anvendte dyrkningstemperaturer, hvor andet ikke er angivet 20°C.

De isolerede stammer blev alle i monokulturen prgvet overfor

fglgende hydrocarbonblandingers:

I (cyclopentan, cyclohexan, cycloheptan)
II (phenanthren, naphtalen, benzen)
III (paraffinolie)

IV olie (Shell Vitrea oil 27)

Som basissubstrat blev anvendt Colwells substrat. Hydrocarbon-
blandingerne blev tilsat flydende substrat i koncentrationen 1%
i plastic tubes med skrueldg. Der blev anvendt fglgende dyrk-

ningstemperaturer 50, 10° og 15°.
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4. RESULTATER

4.1 RESULTATER AF KVANTITATIVE UNDERSG@GELSER OVER FORE-
KOMST AF TOTALKIM OG OLIENEDBRYDENDE KIM

I tabellerne 9-18 er anfgrt resultater af kvantitative under-
spgelser over forekonst af totalkim, total antal garceller/svampe,

antal olienedbrydende kim og olienedbrydende garceller/svampe.

Labora-| Udtagn. | Prgvens | Totalkimtal Temp. Saltholdig:_T
Prgvested torie nr. art pa marin °a hed i %
nr. agar pr. ml,
Feringehavn 1 2676 A Vand 82 6,3 A1, 57
1 2 " B " 234 8,1 32,01
" 3 1t C e 512 7,6 31,3L
o 10 1 D " 47 8,0 31,24
" 11 " E " 33 7,9 31,27
Kigdlut Iluat] 4 2677 A Vand 6 5,9 31,75
" 5 " B " 24 5,9 31,75
L 6 L - . 8 6,1 31,69
Malene bugt 7 2678 A Vand 4 5,6 31,92
" 8 " B " 17 5,8 31,98
Godthab 9 " c Y 6 557 31,94

Tabel 9. Totalkim i vand pd forskellige prgvesteder.

Prgvested iiﬁi;a;r- Eg?agn- ziivens z:zilgi? gé marin-
Feringehavn 1 2676 A Sediment 25000
" 2 " B " 3000
= ) 3 v " 39000
" 10 " D " 3000
n 11 " g . 4500
Kidglut iliat 4 2677 A " 4700
" 5 " B " 1300
" 6 "o £ 2800
Malenebugt 7 2678 A - 3400
Godthab 8 * B " 1260
" 9 LR " 430

Tabel 10 Totalkimtal i sediment p8 forskellige prgvesteder.



: Labora- Udtagn. Prgvens otal antal garcellé}?
Prgvested torie nr.| nr. art svampe pr. ml
p& agar~substrat

Fezringehavn 1 2676 A vand M

" 2 "B " M

" 3 " c " 3

" 10 " D . M

= 11 " E N M
Kigdlut Ileat 4 2677 A " M

n 5 " B " 6

i 6 " " M
Malenebugt 7 2678 A " M
Godthab 8 " B " 7

" 9 "o “ M
Tabel 11. Total antal garceller/svampe i vand pa forskellige

prgvesteder. M =

test ikke udfe¢rt.

Total antal gazrcellerx

1

Tabel 12.

forskellige

provesteder. M =

test ikke udfeért.

Prgvested i?ﬁoii?o_ gi?agn. ziivens syampe: pr. g pa agar ‘
Fzringehavn 1 2676 A Sediment M

" 2 " B L M

" 3 "o " <1

" 10 " p o M

iy il " _E B M
Kigdlut Ileat 4 2677 A Sediment M

" 5 " B " <1

" '3 LU f M
Malene bugt 7 2678 A Sediment M
Godthab 8 " B " <1

1 S S i M

Total antal garceller/svampe i sediment pa



brpvestea  |[ADorato- [UStagn. | Pravens ?5321132132}?? et
erier pr. 1 plader pr. 1

Faringehavn 1 2676 A Vand 1676 2000

0 2 2676 B " 1160 M

" 3 2676 C " 985 M

. 10 2676 D " 50 M

" 11 2676 E " 280 M
Kigdlut Iluat 4 2677 A 2 85 200

" 5 2677 B B ikké pavist M

" 6 2677 C a 20 M
Malene bugt 7 2678 A B 535 800

¢ 8 2678 B " ikke pavist M
Godthab 9 2678 C E 85 M
Tabel 13. Antal olienedbrydende bakterier i vand pa forskellige

prgvesteder. M = test ikke udfgrt.
Prpvested :izozi?o~ :itagn- ‘ziivens 22;3ingil§22?_ EgtE;sEEZEZiier
terier pr. gr. |plader pr. gr.

Fazringehavn 1 2676 A Sediment 20 20

" 2 " B " < 10 M

" 3 LI o " 30 M

" 10 " D " 620 M

" 11 " E " 1020 M
Kigdlut Tluat 4 2677 b " < 10 20

L 5 "B ¥ < 10 M

" 6 " C " < 10 M
Malene bugt 7 2678 A " 10 20

" 8 " B i 30 M
Godthab S " C " 10 M
Tabel 14. Antal olienedbrydende bakterier i sediment pa

Basisagar = "olieagar" - olie.

forskellige prgvesteder. M =

test ikke udfgrt.
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| Antal
. olienedbrydende gar-
e atad Lab?ra— Udtagn. Prgvens c?llerfsvampr“pr}_ml;
torie nr. nr. art Pa. agar-substrat
Feringehavn 1 2676 A Vand M
" 2 " B " M
" 3 : S = & < 10
H 10 " D "
" Tk " E " :
Kigdlut Iluat 4 2677 A "
" W B " < 10
! 6 R - " M
Malene bugt 7 2678 A & M
" a " " < 10
Godthéab 9 " " M

Tabel 15 . Antal olienedbrydende garceller/svampe i vand pa-

forskellige prgvesteder.

M = test ikke udfgrt.
Antal
olienedbrydende gar-
— Labora- Udtagn. Prgvens celler/svampe pr. g
torie nr. nr. art pa agar-subatrat
Faringehavn 1 2676 A Sediment M
" 2 " B L M
n , 3 " C n < 10
" 10 " D " M
" ll " E "
Kigdlut Iluat 4 2677 A 4 M
n 5 " B " < 10
Ll 6 L c "
Malene bugt 7 2678 A "
n 8 " B L < 10
Godthab g " " M
Tabel 16, Antal olienedbrydende garceller/svampe i sediment

péa forskellige prgvesteder.

M

= test ikke udfgrt.




Prgvested Labora- Udtagn. Prgvens Antal olienedbrydep_
torie nr. nr. art de kim pr. 1.

Fzringehavn 1 2676 A vand 300

" 2 " B " < 30

" 3 " C W 400

" 10 " D " < 30

n 11 " E ¢ } < 30
Kigdlut Iluat 4 2677 A " < 30

n 5 W B " < 30

" 6 wog " < 30
Malene bugt 7 2678 a " < 30

" 8 n B " < 30

" 9 " c " < 30

Tabel 17. Antal olienedbrydende kim i vand p& forskellige
prgpvesteder. (MPN-undersggelse).

Léborato- Udtagn. | Prgvens Antal Olienedbrydenag
Prgvested rie nr. nr. art kim pr. g
Fazringehavn 1 2676 A Sediment 93
" 2 " B " 9
" 3 e " 240
" 10 " D " 9
" 11 " B " 43
Kigdlut I.luat 4 2677 A - 4
" 5 " B " 4
" 6 i " 43
Malene bugt 7 2678 A = 9
" 8 ." B " X5
" 9 A o Y < 4

Tabel 18. Antal olienedbrydende kim i sediment pa forskellige
prgvesteder (MPN-undersggelse) . '
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4,2 RESULTATER AF KVALITATIVE UNDERSOGELSER AF
ISOLEREDE, OLIENEDBRYDENDE BAKTERIESTAMMER

I tabel 19 er gengivet bakteriestammer, som er isoleret fra medier
med olie som eneste kulstofkilde. Stammerne reprasenterer bade
vand og sediment, ligesom de er reprasentative for savel

Faringehavn, Kigdlut Iluat og Malenebugt.

De i tabel 19 isolerede stammer er undersggt dels med henblik
pad en initial biokemisk-taxonomisk vurdering (se tabel 20.) og
dels overfor forskellige hydrocarbonblandinger ved forskellige
temperaturer (se tabellerne 21-24).



Isoleret fra

. Laboratorie nr.*
Staume A¥ vand/sediment

26l
262
43
46
139
1391
_1.392
222a
224l
2242
268
280
283
284
332
334 hv
334 gul
3361
3362
3458
3s1lc
355h1
355A2

Sediment

3552,
360
392,
392,
423
424
425
428
436
437
439
458 i
604
€33
635
640
642,
645
646
671
689
809
810
811,
811,

Do W\ U s A B B B W W W oWy N s Y

B
o o

Vand

"

Sediment

Vand

BB R ON =B o R RN s R R e s s s W W W W

L
Vedrgrende laboratorie nrx. se tabellerne 5-18.

Tabel 19, Oprindelse af bakteriestammer isoleret
fra substrater med anvendelse af olie
som eneste kulstofkilde.
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M = test ikke udfgrt

gl = glucosenegativ

Ox =  oxidativ nedbrydning af glucose
(+) = svag reaktion

Alle aflazsninger fuldfgrt indenfor 7 dage

Tabel 20. Biokemisk undersg¢gelse af bakteriestammer isoleret
fra substrat med olie som eneste kulstofkilde.



Bakterie 5%. 10%. 15%.

< < < <
stamme £ 2 uger|- 3 uger |6 uger |- 2 uger |- 3 uger | 6 uger - 2 uger s 3 ugex | 6 uger

26, - - - “ = = = _ _
26, - - - - - - - - -
43 - = - - - - - - -
46 - - = e < = 5 = -

139 - - - - - = = - -

139, - - - - - - - - _

139, o - - - - - - - &

222a ~ - = & = = = = s

224, - = = - o = - - T

224, - - | - - - « = = _

458 - - - - - - - - 2
604 - - - - - "t - & = =
633 - - - - - - - - -
635 ” - - - - - - - -
640 - - - - - - = - =
642 - - - - - = @ - =
645 - - - - - - = - =

+ = visuel olienedbrydning
" (+) = tvivlisom olienedbrydning

- = ingen olienedbrydning

Tavel 21. Iscvlercde vliencdbrydende bakteriexs vakot 1
blanding af cycloalkaner under anvendelse af
forskellige temperaturer og tider.



Bakterie 5%. 10%%. 15%.
stanme < 2 uger <5 uger | 6 uger ey uger b 3 uger |6 uger < 2 uger s 3 uger| & uger

26 - - - - - - - - -

26, - : - - - - - - -

43 - - - - - - - - -

46 - - - - - - - - -
139 - - - - - - - - -
139) - - - - - - - - =
139, - - - - - E - - -
222a - - - - - - - - -
224, - - - = - - - - .
224, - - - - - & - = =
268 = - = = = = E - =
280 = - . - - = - - "
283 - - - - - = - E =
284 = = - = = = “ = &
332 - - = - = 5 - - -
334hv. = - - - x - " - -
334qul = B = # - = - - -
336, - - = < = = = = &
336, - - = = - - = - et
345a - - - - - - = = -
351c = = - - - - = “ A
355A - - - - - - = - -
355A2 - - - - - - - - .
355, - - (+) - - - - - -
360 ~ - - - - - - - -
3921 - - - - - - - - -
392 - - - - - = = 5 -
423 = " = = = - 3 = =
424 - = - - - - - -~ =
425 = = - - - - = - -
428 - = - s = - . « -
436 - - ~ - - - - - SE
437 - - - - » 5 - - -
439 = u & = < = . 5 -
458 = s 2 z = - - - -
604 - - - - = . . - &
633 - - - - - - & - !
635 - - - - - - & = -
640 - i - 3 - - - _ _
6421 = - - - - - - = -
645 - - - - ’ _ s« 4 = .
646 - s - - = - & ¥ - -
671 - - - - = = = de = =
689 - - - - - - - = i
809 - - - = - 3 2 = =
810 - - - - - - - - -
8111 - - - - - - a - -
812, - - - _ - - - _ _

+ = visuel olienedbrydning
(+) = tvivlsom olienedbrydning
- = ingen olienedbrydning

Tabel 22. Isolerede olienedbrydende bakteriers vakst i
blanding af aromatiske hydrocarboner under
anvendelse af forskellige temperaturer og tider.



Bakterie 5%. 10%c. 15%.
_Ftamme = 2 uger 3 3 uger | 6 uger.S 2 ugex 3 3 uger | 6 uger £ 2 uger s 3 uger |6 uger
26, - - - - - - - = =
262 - ol (+) - * - (+) +
43 - - - - + + - + +
46 - - - - + + - + +
138 = - - ' = + + - + +
139, - - - - - + - + +
1392 & - = = = - - - -
222a - - - - - - - - -
2241 2 - - - + + - + +
22%2 - - = - - + - - -
268 e = - = = = = - -
280 = = 2 = - + - - (+)
283 - = = = - = - - -
284 - - - - - - (+) + +
332 - - - -~ = - - + *
334hw. " . - - - = = = :
334gul - = B - - - - - -
338, - - = - = = ™ - -
3362 = - = = - = = - -
3454 = = v = - - . = - -
Is51c = = = = - - = - -
ESSAI - - - - - - + + {+)
355, - - - - - - - = e
3551&3 # - e = s + + + *
360 (+) (+) (+) - - - (+) = = =
3921 - - - = = - - — -
3922 - - - - + + - ﬁ+) +
4213 - - - - - - - - -
424 - = - = {+) {+) = o -
425 - - N - " - = - “
428 - - - - - - ~ - <
436 - - - = - - = < +
437 - - - - - - - = <
439 - - - - + + - - +
458 - - - - - - - - =
604 . = = = - = o - +
633 - - - - + + - - +
635 - - B - - - - - -
640 - - - - - (+) + + +
642 = - - - - - - E -
645 - - - - - - + » +
646 - - = - - = - (+) (+)
6871 - - - - + - - - (+)
685 - - = - - - = - -
809 - Co- - - - - - - -
810 < - - - - - + + +
811, - - - - - - - - -
211, - - - - + - - + +
+ = wvisuel olienedbrydning
(+} = tvivisom olienedbrydning

- = ingen visuel olienedbrydning

Tabel 23. Isolerede olienedbrydende bakteriers vakst i
blanding af alkaner under anvendelse af for-
skellige temoeraturer og tider.
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Bakterie >e 1PQC' 15%.
stamme < 2 uger £ 3 uger |6 uger % 2 uger £ 31 uger |6 uger < 2 uger £ 3 uger| 6 uger
261 - = = = {+) + B + +
262 - - - = —, + - + -
43 - - = - = + - + +
16 = = - - - - - + +
138 - - - - - 1 + + +
139, = (+) # = 2 1+ (+) + +
139, - = = & = (+) = = *
222a -~ = +) - - * - - -
2241 - = = - 7= + - + +
224, = = = = = (+} - + -
268 & . = = = = = =
280 ~ - - - - - - - +
283 - = = " = = o - -
284 = - = = = = - + +
332 - = - ' = = (+) - + +
334hv. . . (+) - - + + .
334gul - - - - - - - - (+)
336, hv. = - L & +) (+) - = -
33629u1 = - - - = = _ P, %
345A - - - - - - . - - -
3slc - - - - - - - j - -
355R, - - - - - - - - -
3558, - - - - = - + + +
355A, - - - - + + + * +
360 - - - - - - - - -
392, - - - o= - - - - -
3922 N B - - - - - + +
423 - L - - - - * + +
424 - - - - - - - - -
425 - - - - - - - - -
428 - - - - - - - - -
436 - = - = = (+) - + +
437 - - - - - - - - -
439 - - - - - - - - (+)
458 - - - - - - - = z
604 - - - - - = = s =
633 - - - i = : = - R
635 - - = - - + - - i
640 - - - - - + +({1 uge) + +
642l = - - - - (+) + + +
645 - - - - = - = (+) (+)
€46 = - = = - - - + +
671 - - - - - - - - =
689 - s - - - (+) {+) (+) (+) (+)
809 - - - - - - - - -
810 - = - - - - + + +
811, - - = - - - = - -
BLL, - - S = - + + + +

+ = visuel olienedbrydning
(+) = tvivlsom olienedbrydning

- = ingen visuel olienedbrydning

Tabel 24. Isolerede olienedbrydende bakteriers vakst i
blanding af alkaner, cycloalkaner, aromatiske
hydrocarboner (Shell Vitrea oil 27) under an-
vendelse af forskellige temperaturer og tider.
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5 DISKUSSION 0G KONKLUSION

De mikrobiologiske undersggelser refererer, som det

fremgdr af tabellerne, til enkelte prgveserier. Det sta-
tistiske grundlag for en vurdering af den mikrobiologiske
situation i Faringehavn, Kigdlut Iluat og Malenebugt (se
figur 1) er saledes szrdeles beskedent og frister til for-

sigtighed med hensyn til konklusioner.

Den mikrobioligiske situation pad omtalte lokaliteter viser, at
mikrofloraen savel i vand som i sediment er relativt sparsom /48/,
og at den initiale lag-fase ved olienedbrydning alene af denne
grund kan forventes lang. De herskende temperaturer vil yder-
ligere forlenge lag-fasen (se figur 5a og 5b og tabellerne
21-24) . Disse faktorer antyder, at oliespild i de pagzldende om-
rader ma forventes at henligge i langere tid uden at blive mikro-
bielt omdannet, end oliespild i naringsrige estuarier placeret
under varmere himmelstrgg. En egentlig estimering af lag-fasen
under naturlige forhold pa basis af monokulturforsgg (se tabel-
lerne 21-24) vil n@ppe kunne foretages med sikkerhed. Monokultur-
fors¢gg i laboratoriet afspejler ikke 100% de aktuelle arbejds-
betingelser for den blandede bredspektrede mikroflora i naturen.
Den af De Klerk et al. /35/ demonstrerede betydning af co-oxi-
dation viser, at blandingskulturer som de forefindes i naturen

vil udggre et mere effektivt enzymmatisk udbud end monokulturer
konfronteret med udvalgte fraktioner af olie.
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Tabellerne 9 - 18 og tabellerne 19 - 24 viser, at oliened-
brydende bakterier er pavist pd alle 3 prgvesteder (Faringe-
havn, Kidglut Iluat og Malenebugt). De mikrobiologiske forud-
setninger for olienedbrydning synes sdledes opfyldt i omréddet,
men vidtgdende slutninger fra en enkelt prgveserie md fra-
rddes. En sikker kvalitativ og kvantitativ vurdering af de
mikrobiologiske forhold i omrddet md hvile pd flere undersggel-
ser. Det m& dog konkluderes (jfr. tabel 17 og 18) at der ved
MPN-unders¢gelsen alene er fundet olienedbrydende bakterier

i Feringehavn.

Forsgg med isolerede, olienedbrydende bakterier i monokultur-
forspg viste, at evnen til at nedbryde olie var signifikant
bedre ved 15°C end ved 10°C og 5°¢. (sml. tabellerne 22-26).
Under laboratoriebetingelser med optimale neringsbetingelser
viste isolerede bakterier ikke visuel olienedbrydning i «

de fgrste 3 uger ved 5°¢ og 10°¢ i monokulturforsgg. Lzgges her-
til at der ved laboratoriefors¢g anvendes langt stgrre inocula
af olienedbrydende bakterier end naturen kan byde pd ved naturlig
nedbrydning af oliespild, kan lag-fasen befrygtes langere i
naturen end i laboratoriet, hvor denne nglefase ved temperaturer
< 10°C er af stgrrelsesordenen 3-4 uger, afhangig af

art af bakterier og sammensatning af olien. Mens igangsattelsen
af olienedbrydning i naturen er en langsom proces vil en igang-
varende mikrobiel olienedbrydning i naturen favoriseres af, at
toxiske produkter (f.eks. fedtsyrer) fjernes fra de mikrobio-

logisk aktive graznseflader mellem vand og olie.

Forgaringsreaktionerne i tabel 20 har ikke muliggjort en sikker
taxonomisk inddeling af isolerede olienedbrydende bakterier.
Det vasentlige formdl med forgaringsunders@ggelserne i tabel 20

var at dokumentere hvorvidt olienedbrydende humanpatogene eller
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fiskepatogene bakterier kunne-pdvises i omrddet. Forgarings-—
resultaterne viser, at humanpatogene bakterier ikke er isoleret
ved disse forelgbige undersggelser, uanset mange humanpatogene
bakterier ikke blot vides at vare lipolytiske, men ogsd ved
laboratorieundersggelser er afslgret som olienedbrydende.
(Pseudomonas aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae
N.A.G.). Det md paregnes, at arktiske temperaturer modsat tem-
‘peraturer i troper og subtroper ikke giver navnte humanpatogene,
olienedbrydende bakterier reelle vakstmuligheder. Med hensyn til
fiskepatogene bakterier kendes derimod mange arter, som kan
vokse ved lave temperaturer (3-4°c) . pen stgrste trussel fra
disse bakterier i marine omrader md pdregnes at vare Vibrio
anguillarum, som i tabellen skal s¢gges blandt fermentative bak-
terier (se kolonne O/F, hvor F betyder fermentativ glucosefor-
gering) . Tabel 20 viser, at der i materialet pa 48 stammer kun
er pdvist 8 fermentative bakterier og at ingen af disse sam-
tidig er argininpositive og pteridinpositive, hvilket i for-
bindelse med g¢vrige reaktioner viser, at Vibrio anguillarum

ikke er reprazsenteret i materialet. Aeromonas, som.kan v=re bide
humanvatogen og fiskepatogen, er heller ikke pavist blandt
olienedbrydende bakterier. Det kan derimod pd basis af naervarende
undersggelse ikke helt . udelukkes, at fiskepatogene Flexibacter
optrader i materialet, men de Flexibacter som ved lave tempe-
raturer angriber fisk er oftest angivet ikke at vare salttole-
rante. Flexibactergruppen og dens betydning for fiskesygdom er
for nervarende nappe fuldt opklaret. En narmere vurdering af
isolerede stammer vil finde sted pa Maryland Universitetet

og ma afventes med interesse (se senere).

Af 48 isolerede formodet olienedbrydende bakterier er 2 gram-
positive coccer, 45 gramnegative. til gramlabile'stave og 1 gram-
negativ coccuslignende bakterie. Dominansen af gramnegative
stave blandt olienedbrydende bakterier i havvand bekrafter tid-
ligere undersggelser. Tabel 20 antyder, at flertallet af iso-
lerede bakterier enten forgarer glucose oxidativt eller er

glucosenegative, og at flertallet endvidere er .cytochromoxi-
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dasepositive. Ikke bevagelige, glucosenegative eller oxi-
dative, cytochromoxidasenegative, stavformige bakterier

synes at kunne henfg¢gres til Acinetobactergruppen eller i

den udstrakning de er cytochromoxidasepositive, oxidative
eller glucosenegative stavbakterier, md formenes at tilhgre
flavobakteriegruppen. Det md8 pointeres, at andre gram-
negative stavbakterier end Flavobakterier kan producere
gullige eller brunlige pigmenter (Xanthomonas, Pseudomonas,
Erwinia, Enterobacter). Bevagelige, gramnegative, cyto-
chromoxidasepositive, oxidative stavbakterier kan forelgbigt
rubriceres under Pseudomonas, mens bevagelige, cythromoxidase-
positive, glucosenegative bakterier kan tilhgre Alcaligenes-
gruppen. Undersggelsen over isolerede olienedbrydende bakte-
rier i det arktiske omrdde har imidlertid givet anledning til
fund af mange atypiske bakterier. Dette har resulteret i en
henvendelse til professor R.R. Colwell, Maryland Universitetet,
om en falles undersggelse af navnte stammer. Resultat heraf
pdregnes at foreligge senere i 1978. Det forekommer over-.
raskende, at der i materialet ikke er flere bakterier, som op-
fylder kriterier for at kunne optages i Pseudomonasgruppen,
idet disse oftest angives som hyppigst forekommende oliened-

brydende bakterie i marine omrader.

Der forekommer i tabel 20 enkelte bakterier, som ikke har af-
slgret lipolytiske egenskaber med Tween~tests, og som fglge-
lig ifglge Colwells teori ikke skulle kunne nedbryde olie.

57 222a, 334gul, 355A2, 360, 392, 437, 633,
8112 er isoleret fra olieagarplader. Tabellerne 21 - 24 viser,
at flere af disse stammer (262, 222A2, 355A2, 633, 8112)
angriber olie i monokulturforspg og sdledes delvist mod-

Disse stammer (26

siger Colwells teori.
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Resultater som de fremtrazder i tabellerne 9-18 . bekrafter

nyere teorier om at talling af olienedbrydende kim bgr foregd
ved MPN-undersggelser og ikke ved talling p& olieagar. Det frem-
gdr af disse tabeller, at antal kolonier talt p& basisagar
(d.v.s. "olieagar" uden olietilsatning) oftest er stgrre end
kolonital pd olieagar, hvilket antyder, at nogle bakterier enten
har udnyttet urenheder i agaren som kulstof- og energikilde,
eller de har direkte varet i stand til at udnytte polysaccaridet
agar (jfr. tabellerne 13, 14, 17 og 18). Netop ved kimtallinger
i vand er det rimeligt at forvente tilstedevarelse af agarned-
brydende bakterier, eftersom agar indgar i alger, hvis totale

nedbrydning sé&ledes forudsatter en agarnedbrydende mikroflora.

Det fremgdr af tabellerne 9-18, at koncentrationen af oliened-
brydende kim i de pagaldende omrdder har varet relativt ringe
(sml. afsnit 2.2.1). Ingen te®llinger viste > 400 olienedbrydende
bakterier/liter efter MPN-metoden. Disse lave tal viser, at ved
fremtidige MPN-undersggelser i sddanne omrdder md der ogsd medtages
pr¢gvemengder af vand pa 10 ml i MPN-undersggelsen, hvor der i
nerverende undersggelse som stgrste prgvemengde kun er medtaget
1 ml vand. Denne fremgangsmade ville givetvis have resulteret

i flere positive fund, men ville ikke @ndre det faktum, at an-
tallet af olienedbrydende bakterier bestemt ved denne ene
prgveserie er ret lavt. Det statistiske materiales

beskedenhed frister til forsigtighed med hensyn til endelige
konklusioner med hensyn til antal olienedbrydende bakterier i
omr&det. En vurdering pd basis af foreliggende resultater peger
pd, at der ikke foreligger en sa betydelig olieforurening i om~
radet, at det har afspejlet sig i antal olienedbrydende kim i
vand eller sedimenter. Kystnzre strgmninger kan eventuelt @ndre
bundforholdene sdledes at tidligere olieforureninger af bunden

er fjernet f@gr prpgveudtagelsen blev foretaget. En maskering af
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situationen i bundsedimenter,som her antydet kan alene afslgres
ved undersggelser over en tidsperiode. Forelgbigt kan det noteres,
at antallet af registrerede olienedbrydende kim ikke over-

stiger 400/liter samt at antal olienedbrydende kim udggr < 1%

af totalkim og ofte < 1 o/oo, hvilket ikke indikerer o6liefor-
urenede omréader.

Det fremgdr af tabellerne 15 og 16 at der ikke ved denne prgve-
serie blev pavist olienedbrydende svampe/g®rceller,og at mangden
af garceller og svampe i omradet igvrigt er szrdeles beskedent,
(jfr. tabellerne S8, 10, 11 og 12).

Tabellerne 21-24 viser hvordan bakterier isoleret fra 4 lokali-
teter ved Grgnland reagerer pa forskellige hydrocarboner ved .
forskellige temperaturer i monokulturforsgg i laboratoriet. De
i tabellerne omtalte 48 bakteriestammer er isoleret enten fra
olieagar eller fra MPN-substrater med olie som eneste tilsatte
kulstof- og energikilde.

Tabellerne 21-25 viser, at ingen af de isolerede bakteriestammer
med sikkerhed var aktive ved omdannelse af cycloalkanblanding og
blanding af aromatiske hydrocarboner, i det mindste indenfor de

givne tidsrammer (6 uger). Der er imidlertid under forsgget iso-

leret 1 stamme (332), hvis aktivitet overfor cycloalkanblandingen
ikke kan udelukkes og 1 stamme (355A3), hvis aktivitet

overfor aromatiske hydrocarboner ikke kan udelukkes.

Undersgpgelserne viser, at bakteriel vakst ikke visuelt kan
registreres fg¢r efter 3 ugers forlgb ved 5°C og 10°c (ganske
f& undtagelser). Med hensyn til olie (Shell Vitrea oil 27)
er der ved 15°C registreret vakst allerede efter 1 uges
forlgb for en enkelt bakteriestammes vedkommende. Det kan

pd basis af narvarende undersggelser konkluderes, at lagfasen
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ved monokulturforsgg synes afggrende stgrre ved 59 og lOOC
end ved lSOC, og at mange af de undersggte 48 stammer alene har
udvist olienedbrydende evner ved 15°C. (j§fr. tabel 24).

Sammenlignes tabel 23 og tabel 24 ses, at olie (Shell Vitrea oil 27)
lettere angribes af bakterier end paraffiner, uanset de

undersggte 48 stammer hverken i blandinger af cycloalkaner eller i
blandinger af aromatiske hydrocarboner har afslgret evne til at
udnytte andre fraktioner i olien end &lkaner (jfr. tabel 23). -

Foretagne undersggelser refererende til tabellerne 21-24 har
klart vist, at aflesning af monokulturforsgg med olienedbrydende
kim ikke kan afsluttes f¢r efter 6 uger, uanset om der anvendes
temperaturer ved SOC, lOOC eller lSOC.

Vedrgrende de kvalitative bestemmelser kan det pa basis af
undersggelserne konkluderes, at der fra de respektive om-

rdder er isoleret mange forskellige arter af olienedbrydende
bakterier reprasenterende fgrst og fremmest gramnegative stave,
men ogsd enkelte grampositive kokker og gramlabile stave. Gene-
relt kan det konkluderes, at isolerede olienedbrydende bakterier
i kpdvandsboullion med 1% salt udviser aftagende vakst ved fal-

dende temperaturer, séledes at:

vakst ved 30°C > vakst ved 15°C » vakst ved 10°C > vakst ved 5°C.

Uanset at en endelig artsbestemmelse ikke med sikkerhed kan
foretages pa basis af de i tabel 20 angivne kriterier, er det
rimeligt at konkludere, at Acinetobacter, Flavobakterier,
Pseudomonas og Mikrokokker dominerer blandt de 48 isoclerede

olienedbrydende bakterier.
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6. REKOMMANDATIONER

Nzrvarende undersggelse har medfgrt opbygning af viden ved-
rgrende kvalitativ og kvantitativ bestemmelse af mikroflora
involveret i biologisk nedbrydning af olie. Der er ved simul-
tan anvendelse af flere metoder opnédet stgrre klarhed med hen-
syn til de enkelte metoders anvendelsesmuligheder og begrans-

ninger ved registrering af den mikrobiologiske situation.

Resultaterne opndet gennem narvarende undersggelser peger
péd fg¢lgende undersggelser:

1. Yderligere undersggelse af de udvalgte lokaliteter
samt &bne havomrdder af sediment og vand for at f& et
materiale der sikrer, at tilf@eldige fluktuationer ikke
er udslagsgivende ved de opndede resultater.’

PF En undersg¢gelse af olies nedbrydning under anvendelse
af naturlige inocula (vand og sediment) . Under
unders¢ggelsen foretages mikrobiologiske og gas-
chromaﬁografiske undersggelser ved forskellige tempe-

raturer.

3. Under henvisning til iagttagelser vedrgrende registre-
ret bakteriel vakst uden tilsvarende kemiske andringer,
gnskes navnte undersggelser under punkt 2 udfgrt ved
forskellige koncentrationer af olie, fordi hg¢j koncen-
tration af olie eventuelt kan give bakteriel vakst i
oliesubstrat uden at en sadan va&kst ngdvendigvis resul-
terer i sa store @ndringer i olien, at de kan regi-

streres ved gaschromatografiske undersggelser.

4. En kvalitativ undersggelse af, hvorvidt oliens ned-
brydning ledsages af en opformering af human- eller fiske-
patogene bakterier, savel under aerobe som anaerobe
forhold.
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BILAG 1

Marinagar

Bacto-pepton 5qg g
Bacto-garekstrakt lg
FeC13 0.1 g
NacCl 19.45 g
Nast4 3.24 g
MgC12 8.8 g
CaC12 1.8 g
KC1 0.55 g
NaHCO3 0.16 g
KBr 0.08 g
SrCl2 0.034 g
H3BO4 ' 0.022 g
Na25103 0.004 g
NaF 0.0024 g
NH4NO3 0.0016 g
NaZHPO4 0.008 g
Bacto-agar 15 g

Ved brug tilsattes 55.1 g substrat til 1000 ml koldt destilleret vand
og der opvarmes til kogning for at oplgse substratet. Sterili-
sation ved 121°C i 15 minutter og pH indstilles p& 7.6
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BILAG 2

Anvendte agarsubstrat (ad modum Colwell):

NacCl 24 g

MgSO4r ?H20 0.5 g
KC1l 0.7 g
KH2PO4 2.0 g
NaZHPO4 3.0 g
NH4NO3 1.0 9
Agar 15 g

Stofferne oplgses i 1 liter destilleret vand

pH indstilles p& 7.1 efter sterilisation ved 115°C i 10 minutter.
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BILAG 3

2 g kaliumnitrat, 1 g magnesiumsulfat, 3 mg phenolrgdt og 10 ml
olie tilsattes 1 liter destilleret vand, 10 g stlicagel

(100-200 mesh) oplgses i 100 ml 7% KOH under opvarmning. Salt-
oplgsning og kaliumsilikatoplgsning fordeles separat i 50 ml
portioner i erlenmmeyerkolbe og autoklaveres ved 121°C i 15 min.
Efter saltoplgsningen er afkgplet tilsattes 0.5 ml 10% KH2P04 og

1 ml 20% phosphorsyre. Silicatoplgsning og saltoplgsning blandes
hurtigt (st@grkner hurtigt) og haldes pa plader fgr stgrkning.

pH bgr ligge omkring 7.8 for at undgd ugnsket stgrkning af mediet.
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BILAG 4

Bunch-substrat til MPN-telling:

NaCcl 5.53 g
MgClz, 6H20 2.54 g
KC1 0.1 g
CaCl,, 2H,0 0.37 g
Tris buffer (Sigma) 7.69 g
NH ,NO , 1.0 g

KZHPO4 4 e

1.0 ml chleret metoloplgsning (se nedenstdende)
1.0 liter destilleret vand
pH justeres til 7.8

Chleret metoloplgsning anvendt i Bunch-substrat har
fplgende sammensatning:

CoClz, 6H20 0.004 g

CuSO4, SH20 0.004 g

FeCl3, 6H20 1.0 g

ZnSO4, ?H20 0.3 g

Mnsoq, HZO 0.6 g

Na2M004, 2H20 0.15 g

E.D.T.A. 6.0 g

Stofferne oplgses i 1 liter destilleret wvand.

pH justeres til 7.5.
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BILAG 5

Colwell-substrat til MPN-t&®lling:

NaCl 24 g

MgSO4.7H20 0.5g
KC1l 0.7 g
KH, PO, 2.0 g
NazHPo4 3.0 g
NH4NO3 1.0 g

Stofferne oplgses 1 1 destilleret vand.
pH indstilles p& 7.1 efter sterilisation ved 115°C i 10 minutter.
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